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(57) Abstract 

The invention concerns a 
method of deterniining the activity 
of a regulatory factor, this activity 
being detected by means of a 
reporter system. To this end, gene 
arrays are provided for a first and 
second regulatory factor and for 
one or more reporter systems. The 
active first regulatory factor affects 
the activity or expression of the 
second regulatory factor which 
affects, in turn, the reporter system. 
Following addition of an inhibitory 
component, the activation of the 
reporter system is detected by the 
interaction between the first and 
second regulatory factors. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft ein Ver- 
fahren zur Bestimmung der Aktivitat 
eines regulatorischen Faktors, die 
fiber ein Reportersystem nachweis- 
bar ist HIerzu werden Genanord- 
nungen fOr einen erstrrs und zweiten 

Zugabe einer inhibitorShen Komponeate erfolgt iterative N^^OaAS^^T^ *5 das Rqwrteisystem ein. Nach 
der ersten und zweiten regulatorischen Faktoren ^ ^ Aktme ™>g des Reportersystems liber das Zusammenwirken 
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Verfahren zur Besttmmunq der Aktivitat eines rem.i atorischen Faktnrc 

Verwenou no dieses Verfahrens ~ — 

BeschTeibunq 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bestimmung der 
Aktivitat von regulator! schen Faktoren, wobei diese Aktivitat 
iiber die Aktivitat eines Reporter systems nachweisbar ist. 

in lebenden Zellen werden Stof fwechselleistungen entweder 
kontinuierlich oder aber nur in bestimmten Entwicklungsphasen 
bzw. auf Grund auflerer Signale hin erbracht. Bei der durch 
Hormone vermittelten Signalvibertragung etwa werden die 
entsprechenden Signale iiber Wechselwirkungen zwischen 
Proteinen von der aufleren Zellmembran in das Zellinnere 
hinein transportiert urn dort, beispielsweise im Zellkem, in 
erne Aufforderung zur Teilung umgesetzt zu werden. Werden 
diese Wechselwirkungen gestort, kann dies eine gesunde Zelle 
aus dem Gleichgewicht bringen und zu Wachs turns storungen 
20 fuhren. So kann z.B. eine entartete Zelle zu einem 
Krebsgeschwiir heranwachsen und iiber die Bildung von 
Metastasen den totbringenden Tumor iiber den gesamten Korper 
verteilen. Auch Viren wie HIV (Human Immunodeficiency Virus) 
oder HPV (Human Papilloma Virus) greifen in die natiirlichen 
Ablaufe der Zelle ein und miflbrauchen sie dazu, sich zu 
vervielfatigen urn dann weitere Zellen zu infizieren. 

Es ist offensichtlich, da/3 iiber solche Wechselwirkungen 
gezielt in das Geschehen einer Zelle eingegrif fen werden 
kann, sofern die entsprechenden Proteine bekannt und einem 
einfachen Test zuganglich sind. In den vergangenen Jahren 
sind derartige Tests entwickelt worden. Sie beruhen letztlich 
darauf, daJ3 eine einfache biochemische Reaktion, die durch 
eine Farbreaktion nachweisbar und vieltausendf ach 
35 gleichzeitig durchfiihrbar ist , von einer solchen 
Wechselwirkung zwischen Proteinen abhangig gemacht wird. 
Sogenannte in vivo Assays lassen diese Wechselwirkungen z.B. 
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dxe Bxidung me „schxicher Proteine geexgnet sind (Brent, * et 

».B. 5 ™7Z S 3 T ntlLCtl ™ 9 W ° 92/05286 '' FieldS ' S - « 

Die Transition proteinkodierender Gene wird vo „ einein 
«uxtxprotex„ko m plex bestehend aus Pol „ und einer Reihe 

E^ne v SC , her K, Und 9e " ereller ^nskriptionsfaktoren initiiert. 

TsZZ s V ee * Faktoren ist in den 

"° " charakterisiert worden, wodurch „an erste 

Kxnbixcke in die Mechanis „, en dM eukaryontisch J 

Genexpression erhalten hat ( Z a„el et al., Curr. Opin Cell 

"; 21 ( i! 92) 4 - s - 488 -«=-- — « mo1 . ZlT. till: 

d N i e e e U er b r d Sal : n ^^—-i- spieaen vor all en 
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Dxe DNA-bindende und die stimulierende Aktivitat miissen 
jedoch nicht auf einer Polypeptidkette lokalisiert vorliegen 
(Weston e t al., Cell (1989) 58, s. 85-93). Die Teilung dieser 
beiden Eigenschaf ten erlaubt zum Beispiel die Untersuchung 
5 exner Wechselwirkung zwischen zwei Proteinen X und Y, wobei 
der DNA-bindende Teil auf einem Protein X und der 
transkriptionsaktive Teil auf einem Protein Y lokalisiert 
sxnd (Fields et al., Nature (1989) 340, S. 245-246). Die 
spezifische Inhibierung dieser Interaktion resultiert xm 
10 Verlust der stimulierenden Aktivitat dieses Elements. 

Bisher sind Verfahren bekannt, urn Inhibitoren nachzuweisen 
welche die biologische Aktivitat von Oncoprotein hemmen 

(WO 92/05286). Diese Verfahron ^ 

. ' uiese Verfahren werden eingesetzt, urn 

15 inhxbxtonsche Komponenten zu identif izieren und 
klassifizieren, indem die Fahigkeit einer solchen Komponente 
untersucht wird, die Expression von Reportergenen zu 
beexnflussen. Nach der vorgenannten PCT-Verof f entlichung 
werden zur Durchfiihrung dieses Verfahrens Fusionsgene 

20 berextgestellt, welche fur Fusionsproteine codieren. Diese 
Fusionsproteine binden an eine Bindestelle auf der DNA, wobei 
dxese DNA fur die Reportergene codiert, und vermitteln so die 
Expression des Reportergens . Wird die Expression des 
Reportergens untersucht, so ist eine Abnahme der Reportergen- 

25 Expression indxkativ fiir eine Komponente, welche die 
Aktxvxtat der Fusionsproteine hemmt. 

Der Nachweis von Inhibitoren erfolgt bei Anwendung der 
genannten Verfahren ausschlieBlich uber eine Abnahme der 
Expression der betreffenden Reportergene, d.h. es handelt 
sxch urn einen Negativnachweis . Das bekannte Nachweissystem 
xst insofern von Nachteil, da es gegebenenf alls die 
Empfxndlichkext eines Testsystems herabsetzt. Wird z B ein 
Reportergen prinzipiell nur schwach exprimiert, so sind nach 
Inhibitorzugabe und somit noch weiter abnehmender Expression 
haufxg kexne eindeutigen Aussag en m6g lich. Diese Nachteile 
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gehen darauf zuriick, dafl eine zugesetzte inhibitorische 
Komponente einen Transkriptionsf aktor hemmt, der die 
Expression von Reportergenen beeinf luflt, d.h. es handelt sich 
urn eine direkte funktionelle Verbindung von Inhibitor und 
Reportergen. Insbesondere ist eine fehlende Expression nach 
Inhibitorzugabe von Nachteil, da Versuchsdurchfiihrungen 
haufig auf Selektion von Organismen beruhen, wie im folgenden 
kurz erlautert. Wird so z.B. das Wachstum von Zellen nach 
Inhibitorzugabe untersucht, wachsen gerade die zu 
untersuchenden gehemmten Zellen nicht und mussen iiber weitere 
Versuche nachgewiesen werden. Bin Screening vieler 
verschiedener potentieller Inhibitoren ist daher nicht 
moglich. Die fehlende Expression von Reportergenen nach 
inhibitorzugabe kann dariiber hinaus auch auf die Einf lufinahme 
weiterer Faktoren zuriickzufiihren sein, beispielsweise des 
inhibitors auf Faktoren der Translations- und 
Replikationsmechanismen sowie des Zellzyclus. Somit ist der 
Wirkungsort des Inhibitors haufig nicht klar zu definieren # 
woraus eine mangelnde Spezifitat der bisherigen 
Nachweissysteme resultiert . 

Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher, ein 
Verfahren zur Verfiigung zu stellen, das die vorgenannten 
Nachteile nicht aufweist, das schnelle, eindeutige und 
spezxfizische Aussagen uber Testergebnisse ermoglicht sowie 
die Empfindlichkeit von Testsystemen verbessert. 

Die Erfindung lost diese Aufgabe durch das im unabhangigen 
Patentanspruch 1 angegebene Verfahren und die Verwendung nach 
Patentanspruch 63. Weitere bevorzugte Ausgestaltungen, 
Aspekte und Details des erf indungsgemafien Verfahrens sind in 
den abhangigen Patentanspruchen 2 bis 62 sowie 64 und 65, den 
Zeichnungen, Tabellen und den bevorzugten Ausfuhrungsformen 
dargelegt. Die vorliegende Erfindung stellt ein wesentlich 
verbessertes Nachweissystem fiir die AktivitSt eines 
regulatorischen Faktors zur Verfiigung. Hit dem angegebenen 
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Verfahren kann auch im lebenden Organismus eine 
inhibitorische Komponente durch Expression bzw. vers tarkte 
Expression eines Reporter systems nachgewiesen werden, ohne 
dafl die Nachteile bekannter Verfahren auftreten. 

Damit wird die Empf indlichkeit des Testsystems entscheidend 
erhoht und ermoglicht das Screenen von Inhibitorbibliotheken 
grofier Komplexitat (iiber 10 9 verschiedene Molekiile) . 

Hiermit wird ein neues Prinzip zum Screenen nach Inhibitors 
und Chemikalien, die entsprechende Aktivitaten modif izieren, 
eingesetzt. Der Assay kann auch zur Identif izierung bislang 
unbekannter Wechselwirkungen verwendet werden. 



15 Wesentlich fur das erf indungsgemafle Verfahren ist das 
Bereitstellen mindestens eines zweiten regulatorischen 
Faktors. Das im folgenden beschriebene Verfahren wird 
bevorzugt in Wirtsorganismen durchgef iihrt , wodurch jedoch 
nicht ausgeschlossen werden soil, entsprechende Verfahren 

20 auch auflerhalb eines Organismus durchzuf iihren . Als 
Wirtsorganismen werden Mikroorganismen, insbesondere 
Bakterien, oder eukaryotische Zellen, insbesondere Hefen, 
emgesetzt. Besonders bevorzugt sind der Bakterienstamm 

^ Escherichia coli oder der Hefestamm Saccharomyces cerevisia. 

GemaJl der vorliegenden Erfindung werden, wie vorstehend 
erwahnt, bevorzugt in einem Wirtsorganismus , mindestens ein 
Reportersystem mit mindestens einer ersten Genanordnung, 
welche mindestens ein Reportergen aufweist, bereitgestellt 
Die Expression der Reportergene dient als Nachweissystem. 

Des weiteren wird mindestens ein erster regulatorischer 
Faktor bzw. die entsprechende Genanordnung bereitgestellt 
Gemafl der vorliegenden Erfindung beeinflufit der mindestens 
eine erste regulatorische Faktor einen oder mehrere zweite 
regulatorische Faktoren und nicht direkt die Aktivitat des 
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L e t::^: ys e tems ' wodurch es erstmais wird , die 

Aktxvxtat exnes ersten regulatorischen Faktors durch ein 
positives Signal nachzuweisen. 

!L"? d8StenS Sine IW6ite re 9 ul "°^-h B Faktor wird durch 
ZT. Tt Z " eite °~»«*»»» "liert. Aus Grunden der 

Verexnfachung „i r d bei den bereits erwahnten und den im 
folgenden genannten, am verfahren beteiligten Komponenten 
mcht xmmer a«!ich erwShnt, d aB SOTro hl eine als auc „ 
mehrere Komponenten wie Gene <-<,„».„, ^ 

p>ttoron » » . ' Ge » Bn °»tauii9en, regulatorische 

Faktoren, Proteine usw. , beteiligt sein konnen. Es soll 
3 edoch so ausgelegt werden, daB diese Moglichkeiten 
eingeschlossen sind. Bevorzugt wi rd die Aktivitat L 

Faktor beeinfluflt. ober eine „ eohselwirk des 

::i h isc E hen f ;r ors nit - - P o rtersy :::: s n 

wira auch Exnflufl auf die AVtiv,-t=4- 

aie AJctxvitat des Reporter systems 
geno™,e„. somit wird gemM der vorliegenden / rfindu / 

Aktxvxerung des Report.rsystems durch z 9 
xnhxbrtorischen Komponente uber das Zuseum„en„i r ken der 
un d zwexten regulatorischen Faktoren „ach g e. iMm . 

Der erste reguiatoriscne F a ktor enthalt elne oder mehrere 

rZt ei T KOnPOnente - der erste reguiato^che 

Faktor mehrere regulierende Komponenten. ist insbesondere die 
zusammengesetzte Form die a ktive Form. Bei d en ein oder 
-hreren regulierenden Komponenten handelt es eicb h a uf ig ^ 

^TT r ^ lm ----- 

f?, einSr ««««.. bevorzugten Ausgestaltung des 
erfindungsge-HBen Verfahrens a * lt ' *" 

Transkriptionsreguiator mindestens 2wei ^lidproteine" 
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insbesondere zwei Hybridproteine , welche von einer 
bereitgestellten dritten Genanordnung codiert werden. 

Die Hybridproteine sind bevorzugt ein erstes Hybridprotein , 
welches ein Fusionsprotein aus einer DNA-Bindedomane und 
exner ersten Proteinkomponente ist, und ein zweites 
Hybridprotein, welches ein Fusionsprotein auS einer 
Aktxvierungsdomane des Transkriptionsregulators und einer 
zweiten Proteinkomponente ist. Durch Bindung zwischen den 
bexden Proteinkomponenten, die auch Targets genannt werden, 
entsteht der aktive Transkriptionsregulator . 

Die regulierenden Komponenten des ersten regulatorischen 
Faktors sind gemafl dem vorliegenden Verfahren nicht auf 
regulierende Proteine beschrankt. So kann beispielsweise der 
erste regulatorische Faktor Nucleinsauren oder auch weitere 
Komponenten enthalten. 

Die Aktivitat des mindestens einen ersten regulatorischen 
Faktors wird durch inhibitorische Komponenten beeinflu/lt 
Dxese inhibitorischen Komponenten sind bevorzugt Naturstoffe 
wxe Peptide, Nucleinsauren und Kohlenhydrate oder 
nxedermolekulare Substanzen oder andere chemische Substanzen 
oder auch durch Mutagenese veranderte Bestandteile des ersten 
«*5 regulatorischen Faktors. 
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in exner weiteren bevorzugten Aus fuhrungs form wird eine 
vxerte Genanordnung fur die Expression von Peptiden 
30 bS "; t9eStellt - Diese *n*±d. weisen insbesondere eine 
30 xnhxbxtorxsche Aktivitat auf. So konnen in vivo 
synthetisierte Peptidlibraries zur Inhibierung von 
regulatorischen Faktoren eingesetzt werden. m weiteren 
bevorzugten Ausgestaltungen werden beliebige Kombinationen 
der genannten Inhibitoren zugesetzt. 
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Besonders wichtig ist die Einwirkung der inhibitorischen 
Komponenten auf die Aktivitat des ersten regulatorischen 
Faktors durch Einwirkung au f die Wechselwirkung zwischen 
mxndestens zwei regulatorischen Komponenten, die in dem 
ersten regulatorischen Paktor enthalten sind. Diese 
Exnwxrkung ist bevorzugt eine Hemmung der Wechselwirkung der 
regulatorischen Komponenten. Die Aktivitat kann auch aufgrund 
mehrerer Komponenten, z.B. in einem Multiproteinkomplex, 
regulxert werden. Dieser Komplex ist solange aktiv, wie 
exnzelne oder mehrere Bausteine diesen Komplex bilden. Erst 
dxe Inhibierung einer oder .ehrerer dieser Komponenten 
zerstort die Aktivitat des gesamten Komplexes. Auch vom 
bxsher Beschriebenen abweichende Aktivitaten, die in 
irgendeiner Weise die Expression des zweiten regulatorischen 
Faktors aktivieren, sind als erster regulators cher Faktor 
gee.gnet. Die Inhibierung des ersten regulatorischen Faktors 
kann scwohl die Aktivitat des Transkriptionsregulators 
und/oder die Generierung des Transkriptionsregulators 
betreffen. Insbesondere wird die Wechselwirkung zwischen zwei 
regulxerenden Proteinen des ersten regulatorischen Faktors 
gehemmt. Wird eine der genannten Wechselwirkungen gehemmt, 
l.egt exn inaktiver oder in seiner Aktivitat herabgesetzter 
erster regulatorischer Faktor vor. Infolgedessen ist die 
interaktion des ersten regulatorischen Faktors mit dem 
zwexten regulatorischen Faktor gehemmt oder herabgesetzt . in 
exner weiteren bevorzugten Ausfiihrungsf orm wird die 
Wechselwirkung zwischen dem ersten regulatorischen Faktor und 
dem zweiten regulatorischen Faktor beeinfluflt. Auch diese 
Exnwxrkung ist besonders bevorzugt eine Hemmung. m einer 
besonders vorteilhaf ten Ausf Uhrungsform beeinfluBt der 
inhibitor die Wechselwirkung des ersten regulatorischen 
Faktors mit Genabschnitten der zweiten Genanordnung . m einer 
wexteren Ausgestaltung des erf indungsgemaBen Verfahrens 
modxfxziert der mindestens eine erste regulatorische Faktor, 
der bevorzugt ein oder mehrere Proteine enthalt, den 
mxndestens einen zweiten regulatorischen Faktor, 
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beispielsweise uber Kinasxerung, Dephosphorylierung, 
Spaltung, Umfaltung oder Konf ormationsanderung. 

Wird kein Inhibitor zugesetzt, liegt der erste regulatorische 
Faktor insbesondere in der aktiven Form vor und wirkt auf die 
Aktxvxtat des zweiten regulatorischen Faktors ein. Es ist des 
weiteren bevorzugt, daJ3 der erste regulatorische Faktor mit 
DNA-Abschnitten der fur den zweiten regulatorischen Faktor 
codxerenden zweiten Genanordnung wechselwirkt und somit die 
Expression des zweiten regulatorischen Faktors beeinflu/lt. 

Die zugabe einer inhibitorischen Komponente beeinflufit 
beispielsweise die Wechselwirkung zwischen mindestens zwei 
Komponenten welche gemeinsam den ersten regulatorischen 
Faktor bxlden. m einer weiteren Ausf iihrungsf orm wirkt die 
Zugabe der inhibitorischen Komponente auf die Aktivitat des 
ersten regulatorischen Faktors ein, unabhangig davon, ob er 
eine oder mehrere regulierende Komponenten enthalt. Die 
Exnwxrkung auf die Aktivitat betrifft beispielsweise die 
transkriptionsaktivierende oder bindende Aktivitat des ersten 
regulatorischen Faktors oder die Interaktion des ersten und 
zweiten regulatorischen Faktors. 

in einer weiteren Ausf iihrungsf orm beeinflufit die Zugabe einer 
xnhibitorischen Komponente sowohl die genannte Wechselwirkung 
als auch die genannte Aktivitat. Die Einwirkung ist bevorzugt 
erne Hemmung der Wechselwirkung und/oder der Aktivitat. 

Durch zugabe der inhibitorischen Komponente wird bevorzugt 
dxe Wechselwirkung zwischen dem ersten regulatorischen Faktor 
und exnem DNA-Abschnitt der zweiten Genanordnung, welche den 
zwexten regulatorischen Faktor codiert, wobei es sich 
insbesondere urn eine Hemmung handelt, beeinfluflt. Die 
Exnwxrkung bzw . die Hemmung der ^ ^ 

wechselwxrkungen durch inhibitorische Komponenten fiihrt zu 
exner Exnwirkung auf die Genexpression der zweiten 
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Genanordnung, insbesondere zu einer He™»ng der Genexpression 
h 2 T te " Gei — "™ng. Besonders bevorzugt ftthrt die 
Zugabe der rnhibitorischen Komponente Uber eine „ emnung der 

T " flUlt "**» ~ einer He^ung der 

Expression der zweiten Genanordnung. 

Ge^aB einer veiteren bevorzugten Ausgestaltung des 
erfxndungsgemaBen Verfahrens wird durch die Zugabe einer 
xnhxbxtorischen Komponente auf die Wechselwirkung zwischen 
r d6StenS ZWSi K °"*™- eingewirkt, wobei eL dieser 
Komponenten eine regulatorische Ko^onente ist oder eine 
regulatorische Komponente enthalt. 

IZITT** 1St ' Wen " diSSe "^"ri-ol- Komponente eine 
Prote * ente ist Oder mindestens eine Proteinfcomponente 

Gemafl einer besonders bevorzugten Ausgestaltung ist die 
regulatorische Komponente eine inhibitorische Komponente' 

Protri„T StanS Sine ZWeite K °™P° ne " e « bespielsweise eine 
sLr 1 0dSr enthSlt Sine P -"-^°nente. Es hat 

Sich ais vorteilhaft erwiesen, da* diese Proteinfcomponente 

ein Fusxonsprotein ist. 



Bei den 
insbesondere 



zwexten Proteinkomponenten handelt es sich 

um Proteinkcanponenten, die 

Verantemnn _, — erroj.gr die 

verankerung der miteinander 



Verank erungsfunktionen besitzen. Bevorzugt erfolgt 

Proteiir 9 ^ mit ~ wechselwLenden 

aLh A k ° mPOnenten *" ^oplasxna. Als vorteilhaft hat sich 

stlLdr p VSrankerUng ^ m±tein - d - Wechselwirku^g 
stehenden Proteine uber die Verankerungs f unktion der zweiten 
Proteinkorcponente in der Membran erwiesen 
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Gema/3 einer weiteren vorteilhaf ten Aus f uhrungs f orm erfolgt 
uber die Zugabe einer inhibitorischen Komponente eine Hemmung 
der Wechselwirkung zwischen den mindestens zwei Komponenten 
die Freisetzung der mindestens ei nen ersten Komponente, 
welche den inhibitorisch wirksamen Abschnitt enthalt. Diese 
freigesetzte erste Komponente interagiert mit dem 
transkriptionsaktivierenden Faktor der Genanordnung fiir den 
zweiten regulatorischen Faktor. Besonders bevorzugt wird der 
transkriptionsaktivierende Faktor durch den freigesetzten 
inhibitorisch wirkenden Faktor gehemmt, wodurch eine Hemmung 
der Expression der zweiten Genanordnung erfolgt. 

in den bisher und auch im folgenden genannten 
Ausfuhrungsformen enthalten die regulatorischen bzw. 

15 interagierenden Komponenten Abschnitte, die die 

regulatorische bzw. interagierende Funktionen bedingen. Die 
entsprechenden Proteinabschnitte konnen eine oder mehrere 
Abschnitte oder Domanen beinhalten. Diese Abschnitte oder 
Domanen kSnnen sich in verschiedenen Regionen eines Proteins 

2 0 bzw. auf verschiedenen Proteinen befinden. 

Vorzugsweise werden die mindestens zwei Proteinkomponenten 
von einer funften Genanordnung codiert. 

25 Es hat sich als besonders vorteilhaft erwiesen, dafi die 
mindestens eine erste Proteinkomponente einen Abschnitt, der 
mi \ mindes tens einen zweiten Proteinkomponente 

wechselwirkt, einen Abschnitt, der mit einem 

Transkriptionsfaktor wechselwirkt sowie einen inhibitorischen 
Abschnitt enthalt, wobei erst nach Hemmung der Wechselwirkung 
der Bindung zwischen den mindestens zwei Proteinkomponenten 
die inhibitorisch wirkende zweite Proteinkomponente die 
Expression des zweiten regulatorischen Faktors hemmt. 

35 GemaB einer weiteren bevorzugten Ausgestaltung ist die 
mindestens eine erste regulatorische Komponente ein 



30 



BNSDOCID: <WO 9520652A1_I_> 



WO 95/20652 



PCT/EP95/00297 



12 



Transkriptionsregulator oder Transkriptionsf aktor des zweiten 
regulatorischen Faktors, der nach Inhibierung der 

Wechselwirkung mit der mindestens einen zweiten 
Proteinkomponente in seiner Aktivitat reduziert oder 
5 -aktiviert wird, wodurch eine Inhibierung oder Reduzierung 
der Aktivitat des zweiten regulatorischen Faktors erfolgt. 

Bei den zweiten regulatorischen Faktoren handelt es sich 
xnsbesondere urn Proteine, beispielsweise, je nach 

10 Versuchsanordnung, urn mindestens einen Repressor oder urn 
mxndestens eine Rekombinase. Die aktiven zweiten 
regulatorischen Faktoren wirken iiber eine Wechselwirkung mit 
Komponenten des Reporter systems auf die Aktivitat des 
Reportersystems ein. Der zweite regulator! sche Faktor bindet 

15 bevorzugt an DNA-Abschnitte des Reportersys terns . 

Ein Repressor, codiert durch die zweite Genanordnung, ist ein 
Beispiel fur einen zweiten regulatorischen Faktor. Dieser 

Repressor beeinfluflt die Expression «,<t^ * 
2n ^ expression mindestens eines 

Re™- I' indem M beVO " U 9t " Korcponenten des 

Reporters^ bindet. Ge„a B einer Ausgestaltung 

des erfindungsgemSBen Verfahrens „ird die Bindung des 
Repressors an Kcponenten des Reportersystems durch litere 
25 Z^l. re9Uliert - S ° l»*»t«, beispielsweise das 
Antibiotik™ Tetra zyk li„ eine ablosung eines prokaryotischen 

ZlZ OIS V °"h ^ DNA - »••*—« Z** di. 

Expression .nindestens eines Reportergens . wird dagegen, Ium 

d« ^anst" t Hem " Un9 ^ <■» Hybridproteine 

30 u P e9Ul " t013 diS E *P«==i°" des Repressor- 

»t , gShBMmt - "ie Egression -indestens eines 

Reportergens . 

Eine Rekombinase, codiert durrh j <a . ^ 

Qurcn die zweite Genanordnung, ist 

em weiteres BeisDiel fiir 

35 Faktor eis P iel *ur einen zweiten regulatorischen 

Faktor. in emer entsprechenden Versuchsanordnung enthalten 
dae Reportersysteme Rekombinationselemente . Liegt ein aktiver 
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erster regulatorischer Faktor vot- ~i • • . 

vor/ elumniert oder invert- i 
die Rekombinase iiber Rskomhin.f^ invert xert 

Rpmr , a Re^mbinationsprozesse mindestens ein 

Hi :r z ~r~r m " den 

1. aucn „ach Inverting wird das .^J^ 

nicht exprimiert. 1st also kein t«>,,k<- ^ P°™rgen 

sugesetzt wo^en, liegt ein a kt ive r e , V ™»«— 

™t« TOr , der Lv/ rzugt »^-t«i.ch« 



35 



— - B XPress i;^ de :^ P :r; g :::. oder eine 
::r die Beein "—* ** wec h s el „ irklmg von mindesteno 

Transicriptionsregulators, wobei fleS 

Verfahrens die E xnrp« indungsgenSflen 

aie Expression mindestens einer D D v„ ml , • 
gesteuert, wodurch eine Veranderung der Express f ^ 

eines Reporteroens er f n i„f ^ Expression mindestens 

Besonders bevorsugt 1st eine Ausfuhrungsfo™, bei dsr durch 
dx. Einwirkung auf die Wech Seiw i rkung dar ' dUr ° h 

- m L este r e r„- cr, g :r j;:r; derun9 der e — 
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Insbesondere wird durcn ammmg der Wecnaelwi 
Proteinkomponenten die Expression des Repressor-Gens gehemmt 
erfclg?" EXPreSSi ° n dSS "*»>«•««•" einen Reportergens 

Gemiifl einer weiteren bevorzugten Ausgestaltung der Erfindung 
wird durch die Einwirkung auf die Wechselwirkung der 
mrndestens z»ei Proteinkomponenten die Expression mindestens 
einer Rekombinase gesteuert, wodurch eine Veranderung der 
Expression mindestens eines Reportergens erfolgt. 

Besonders bevorzugt „i rd durch Hemn , ung der Wecnselwirku 

e^eT Snten EXpreSSi °» d « Rekombinase „h« „nd 

Sine Expression des mindestens einen Reportergens erfolgt. 

Versuchsbedingungen mindestens ein Genprodukt des mindestens 
emen Reportergens nachweisbar ist. 

GemaB bevorzugter AusfUhrungsformen „ird ein Genprodukt eines 
ST"" ° der Berde " ™ ehrere -nprodukte men^r 

"ZTT.T^- ^ Weitere " -= 9 -taltu„ g 

werden ,e naoh variierenden Versuohsbedingungen ein bis 
mehrere Reportergene exprimiert. 

Der Haohweis des Genprodukts bz„. der Genprodukte erfoigt 
dann beisprelsweise Uber eine Oder mehrere Veranderungen dls 
Phanotyps von Wirtszelien. m einer besonders bevorzugt^ 
Ausfunrungsform ermegiicnt das Genprodukt des Reporters 

B Ts T r WirtS " lle " in ^medium. Oas Lprodukt 
z.B. des Reportergens Leu2 erm 8 glicht Zellwachstum i„ Leuci,,. 
defizientem Medium. Bei einer weiteren vorteilhaften 
Abwandlung des erfindungsgemaBen Ver f ahrens werden Herest^ 
mit chromosomalen Hutationen als Wirtszellen eingesetzt, die 
beispxelsveise zu Leucin-Defizienzen bei der 

verstoffweohselung der Aminosaure Le „ cin fiihxen . £ 
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chromosomalen Mutationen konnen auch zu Defizienzen bei der 
Verstoffwechselung der Aminosauren Tryptophan und Histidin 
fiihren. Gegebenenf alls 1st auch der Einsatz 

proteasedefizienter Hefen sinnvoll. 

Es 1st auch bevorzugt, Genanordnungen bereitzustellen, die 
fiir ein oder mehrere Genprodukte codieren, wobei diese 
Genprodukte Substrate in einer mefibaren Farbreaktion umsetzen 
konnen, wie Z . B . das Reporter system LacZ . Das Genprodukt 
dieses Reportergens, die (3-Galactosidase, reagiert mit 
verschiedenen Substraten in einer sichtbaren Farbreaktion. 

Die fiir das vorliegende Verfahren genannten Genanordnungen 
konnen auf verschiedenen Vektoren oder demselben Vektor 
angeordnet sein. Als Vektoren werden insbesondere Plasmide 
verwendet. m einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsf orm sind 
ein oder mehrere Vektoren mit einer oder mehreren 
Genanordnungen, oder eine oder mehrere Genanordnungen, ins 
Wirtsgenom iivtegriert . 

Gemafi der vorliegenden Erfindung wird also durch Einsatz 
einer oder mehrerer inhibitorischer Komponenten zunachst die 
Aktivitat des ersten regulatorischen Faktors beeinfluflt, 
wobei dieser wiederum auf die Aktivitat des zweiten 
regulatorischen Faktors einwirkt. 

Der zweite regulatorische Faktor wirkt schlieBlich auf die 
Expression des Reportergens ein. Bevorzugt wird gemafl der 
vorliegenden Erfindung durch Zusatz ein oder mehrerer 
inhibitorischer Komponenten die Aktivitat des ersten 
regulatorischen Faktors gehemmt, dadurch bedingt wird 
ebenfalls der zweite regulatorische Faktor gehemmt, wobei 
gemafl einer bevorzugten Ausfiihrungsform der zweite 
regulatorische Faktor selbst gehemmt oder in einer weiteren 
bevorzugten Ausfuhrungsform die Expression des zweiten 
regulatorischen Faktors gehemmt wird. Da in .keinem Fall ein 
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aktiver zweiter regulatorischer Faktor 

Reportergen bzw. werden die pT / ^Hegt, wird das 

Inhibierung des ersten reLT ^ eXprimie ~- ««t die 
eine Expression "„ 
S hang t davon ab, o^JZ^ZZ ^ ******* 
wird oder nicht Be SO nH * r6gulatorische Faktor gebildet 

-«-. ^crr™^ri,r- 3011 sine 

Rekcnbinase, cder werden „ k Re P re "or Oder 

Hierdurch badi _ " «»»»•«•• Qleichzeitig 

exprimiert . 

erreicht . 

rnoftte Spezifitat des Verfahrens 
2" Die Znhibierung der AktivitSt des Tran.v • ■ 

schiiefllich zur ^Tt^Za T " Generierun * 

Reportergene. «W»«g des Reportergens bzw. der 

25 Ge,nai5 dan Verfahren der vorJi—- 

■»«9lich, hoohspezxfische ll ih r Erflndu "» *»t «s 

Selectivity u„d SpeziTtat ^ ^ ^chzuweisen, so „ ie 

Kachstu^sversuchen selektiv di. ° T * ahXSn Slnd *° *-B. bei 

30 der eingewitfct Tat . " lle " ■»*»•*■»«, auf die 

»-U« nicht wachsen, d h "f" ""^ 

Oberwachsen der i^-l^T^iT ^ » ie 

Empfindlichkeit des TestsvsT """"^ Wird di « 
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-oglioh nach Inbibitorzugabe eine Identifikation von Zelien 
insbesondere auch aufgrund von Wachstu*. durchzufiihren. Dies 
6 ™! 1S . SlCh al = — ~rt.tlb.ft. „ enn .... ein HZ 
ungunstiges Verhaitnis von Seilen, auf die der Inhibit ^ 

irrf <meiSt SShr ' Srin9er ™ ~* <"e der 

^li i r\ niCht einWirkt ' VOrliS9t - DSS - 
Z 1 nh' h r Sa9en be2U9liCh des -P-«i==he„ wirkungsortes 
ZLIZ «-«*«. 9 ezielt auf z.B. reguiatoriscbe 

10 lie Te D or t T He ™ Un9 deS 

V«fa hr ?„ s 9 Tv 9XPrimie " S° eo.6glicht das 

Verfabren, Signalketten »„ d andere Regulations m echanis m en zu 
untersucben und bie t et Voraussetzungen fur eine spe2 "Tscbe 
Arznex^eientwickiung. Das Verfabren die„ t zur Lfzindung 

ve^r" h ein9SSet " — vei^eren wirl das 

verfabren bevorzugt zur toittlung von inhibierenden 
Substanzen. die beispieisweise als L ei tst rukturen einse" 
bels^ie! DiSSe inhibie -«»- Substanzen sind 

Cb^Lai ir^x P6Ptide ' — svntbetiscbe 

^1 2 r'mb"b einer Ausfubrungsfo™ 
e " ZUr Inhll >ierung des ersten regulatorischen Faktors in 
vivo synthetisierte Peptidiibrartes bereitgestellt . 

vL f ,h 0l9enden " erdS " beV ° r3U 9tS A-^hrungsfor^en des 
wole 2 /Th ^ VMlie ~ ^"ndung 9 dargestelL 
"Obe, dl e Ausfuhrung jeweils unter Beriicksichtigung eines 

Pro'elnln a T A , US9e9a "' en >ei den Ausfttbrungen von 

Proteinen als reguiatorische Faktoren. 

auf ^ITnTT dienSn ^ LSU2 - Gen ' " elch - 

auf Leucxn-def^ente™ Medium 9n „6glich t , und das L acz-Ge„ 

dessen Genprodukt, die B-Gal*,.,™ j ' 

Sllh „ ratB . . . t P Salactosidase, verschiedene 

ouostrate in exner sichtbaren p a „k i^. 

j-LULDaren farbreaktxon umsetzt fx-c;*i 

Br 0m -4-cb l or-3-in d ox y l-p. D . gal a ctopyranosid) <* "^J*" 

BlaufSrbung, CPS (o-Hitro-pben^gai.^ranosid, e^ 
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Gelbfarbung) . Entsprechend analog 2U Leu2 kdnn.n 
Wachst™ auf 0raci r " konple^ntieren und darcit 

(Weinheim) ) . (1990) VCH-Verlag 

Fig. la und lb zeirr«« 

^exgen schematise* dargestellte 

Genanordnungen fiir e inen Repressor sowie 
fur dxe Reporterproteine, wo bei die 
Wechselwirkung eines aktiven (Fig. la) und 
exnes inaktiven (Fig . lb) Transitions - 
faktors mit der DNA dargestellt ist. 

Fig. 2a und 2b zp ; non 

G^T h SChematisc - dargestellte 

Genanordnungen fur einen Repressor sowie 
iur dl e Reporterproteine, wob ei die 
Wechselwirkung eines aktiven (F ig . 2a) und 
exnes inaktiven (Fig. 2b) Transkriptions- 
regulators mit der DNA dargestellt ist. 

Fig. 3a und 3b ze i„_„ 

Z sche ma tisch dargestellte 

Genanordnungen fiir eine Rekombinase sowie 
fur Reporterproteine, wobei die 

Wechselwirkung ein e S aktiven (Fig. 3a, und 
exnes inaktiven (Fig. 3b) Transkriptions- 
faktors mxt der DNA dargestellt ist. 
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Fig. 4a und 4b zeigen schematisch dargestellte 

Genanordnungen fiir eine Rekombinase sowie 
fur Reporterproteine, wobei die 

Wechselwirkung eines aktiven (Fig. 4a) und 
eines inaktiven (Fig. 4b) Transkriptions- 
regulators mit der DNA dargestellt ist. 

Fig. 5a und 5b zeigen schematisch dargestellte 

Genanordnungen fiir einen Repressor sowie 
fiir die Reporterproteine, wobei die 
Wechselwirkung eines aktiven (Fig. 5 a) und 
eines inaktiven (Fig. 5b) Transkriptions- 
regulators mit der DNA dargestellt ist. 

15 Fig. 6a und 6b zeigen schematisch dargestellte 

Genanordnungen fur eine Rekombinase sowie 
fiir Reporterproteine, wobei die 

Wechselwirkung eines aktiven (Fig. 6a) und 
eines inaktiven (Fig. 6b) Transkriptions- 
regulators mit der DNA dargestellt ist. 

Fig. 7a und 7b 2e igen schematisch dargestellte 

Genanordnungen fur einen Repressor sowie 
fiir die Reporterproteine, wobei die 
Wechselwirkung eines aktiven (Fig. 7a) und 
eines inaktiven (Fig. 7b) Transkriptions- 
regulators mit der DNA dargestellt ist. 

^ Fig. 8a und 8b zei gen schematisch dargestellte 

Genanordnungen fiir eine Rekombinase sowie 
fiir Reporterproteine, wobei die 
Wechselwirkung eines aktiven (Fig. 8 a) und 
eines inaktiven (Fig. 8b) Transkriptions- 
regulators mit der DNA dargestellt ist. 

3 5 
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Fig. 9a und 9b zeigen schematisch dargestelle 

Genanordnungen fiir einen Repressor LexA- 
GST, wobei die Wechselwirkung eines 
aktiven (Fig. 9a) und eines inaktiven 
(Fig. 9b) ersten regulatorischen Faktors 
ADl-Tet mit der DNA dargestellt wird. 

Fig. 10a und 10b zeigen schematisch dargestellte 

Genanordnungen fur einen zweiten 
regulatorischen Faktor Tet-GST, wobei die 
Wechselwirkung eines aktiven (Fig. 10a) 
und eines inaktiven (Fig. 10b) ersten 
regulatorischen Faktors LexA— CTF7 mit der 
DNA dargestellt wird. 

Fig. lla und lib zeigen schematisch dargestellte 

Genanordnungen fiir einen zweiten 
regulatorischen Faktor Tet-GST, wobei die 
Wechselwirkung eines aktiven (Fig. Ha) 
und eines inaktiven (Fig. lib) ersten 
regulatorischen Faktors LexA-CTF2 - AD1- 
TIM mit der DNA dargestellt ist. 

trans^- ^ * "* 3 *"9f (Zielen) bzw. 

transkrxptxonsstxmulierenden Targets handelt es sich urn 

regulatorische Faktoren 

raKtoren ' insbesondere um 

Transkriptionsfaktoren fiir die Expression der zweiten 
regulatorischen Faktoren, aut die der Inhibitor 6inwirkt . Die 
regulatorischen Faktoren si nd in d en in d en Figuren ge2eigte „ 
Beisprelen em Repressor bzw. ei „e Rekombinase. 

ZLT " Fl9 ' 2 * 9enannt - «■*■-. ("elen, 

rTl, B \ SiCh ~ ^ """—der interagierenden 
regulatorischen Ko mp onenten des regulatorischen Faktors, 
wobei Target I die regulatorische Komponente nit d er 
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bindenden Aktivitat und Target n die regulatorische 
Komponente mit der transkriptionsaktivierenden Aktivitat ist. 

Bei den in den Fig. 5 und 6 genannten Targets (Zielen) 
handelt es sich um die miteinander interagierenden 
Komponenten des ersten regulatorischen Faktors, wobei Target 

I die regulatorische Komponente mit sowohl der DNA bindenden 
als auch der transkriptionsaktivierenden Aktivitat und Target 

II die Komponente ist, mit der Target I wechselwirkt und 
ausschlie/Uich bei ungestorter Wechselwirkung in der aktiven 
Form vorliegt. 

Bei den in den Fig. 7 und 8 genannten Targets (Zielen, 
handelt es sich um miteinander interagierende Komponenten, 
wobei Target II die regulatorische Komponente mit sowohl 
exner inhibierenden Aktivitat als auch einer bindenden 
Aktivitat, und Target III eine verankerte Komponente ist. 

Die bindende Aktivitat des Target II be Z ieht sich auf die 
Wechselwirkung des von Target III gelOsten Targets II mit der 
X-Komponente von Target I. Die X-Komponente von Target I 
waederum ist ein aktivierender Trans kript ions faktor des 
zweiten regulatorischen Faktors . 

25 Mit der Bezeichnung Aktivitat werden insbesondere 
Proteinabschnitte bezeichnet, die die jeweilige Aktivitat 
bzw. die betreffende Funktion bewirken. Hierbei kSnnen eine 
Oder mehrere Domanen betroffen sein. Die Domanen bzw. 
Proteinabschnitte konnen in verschiedenen Bereichen eines 
Proteins oder auf verschiedenen Proteinen lokalisiert sein. 

Entsprechend sind die Bindestellen dieser Faktoren als 
Target-Bindestellen bezeichnet. 
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in den Beispielen 1 bis 11 wurde wie folgt vorgegangen: 
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Hefp - P1 °- rmirlr 
EXpr6SSion der verschiedenen 



verschiedenen r««^ 
zugrundeliegenden Assay W erden so»ohl 7 dem 
Plasmide (s. B . pyES2 der pi l a ° kOOTner2ie " *rhaltlich* 

andere K0 p nstruk :r XanrrT- Niede — >< - 

Altnann H. etc., P roc . Ll s D " Sertati °" 

3901-3905; ei . 3 ese t2 , nazJJZZ bes^ (1 " 4 ' S " 

einen HepUkationsursprungsort ^ ^.^.^^ 
» Hefan „. B . .. 2m _ ori ^ elfalt.gung .hrer DNA 

Bakterien „.». . colE1 . 0 J„ ""^ e " 8n 2ur Replikation in 

- selei!tion dieser p.ui^tr n Marker9ene 

verwendet (2 .B. URA3, HIS3 TRP1 „„ T °rganisn,en 

-~ ln e . coii) xivr r ^ b - f " sowie topr 

Manual for Methods, l„, Yeast ' Labor «°^ Course 

G entec„„olog ie von A o is ^1^^ 'T'' lb ' 1 '"*"' 
Beisplele fur Hefevektoren slnd I V ™; Verl *9 ("sinned, , . 
L. Pro, .enes to clons ? ( £" <«—«*« « 

«olecular and Cellular B io Lg^of the (Walnhei "» Th ° 

c».i» -I. ! u „d 2 , col d ^ Ha:j;u^r^:ir ces 

insert werden ( Sne^an TV" JT"^" HefeSta ™- 
for Methods, In , y east " ' Lab °ratory Course Manual 

Hefe lokallsierte E leT nt ^ ( " e6) '- ^""^ in d « 
Hepll.ationsurs.rungso^Toir J^ZJ?~ — - 

Fo lge nde EWnte TOrden ta Testsysten verwendeti 
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a) Promotoren: 



ADHI-Promoter : Dieser konstitutiv expremierende Promoter 
wxrd uber die Restriktion mit den Enzymen BamHl und 
Hxndlli funktionell aus dem Plasmid pAAH5 isoliert 
(Anunerer et al., Methods in Enzymology (i 98 3> Academic 
Press, S. 192-201). 

fiall-Promoi^r. , Dieser auf Glukose-haltigen Medien 
reprimierbare und auf Galaktose-haltigen Medien 
mduzxerbare Promoter wird mit Hilfe des 

Restriktionsenzyms Spel aus dem Vektor P YES2 der Firma 
Invitrogen (Niederlande) isoliert. 

inaktiver c,» 1 V Ga 11 0-Promotor , Dieser ursprunglich Uber 
Galaktose induzierbare Promoter wird auf Sequenzebene 
derart deletiert, dafi er in * 

. . .. ' er in Hefe nur mehr basale 

Aktxvxtat besitzt (Yocum et al . , Mol. Cell. Biol. (1984) 

4, S. 1985-1998; West et al., Mo l . Cell. Biol. (1984) 4 

5. 2467-2478). Mit Hilfe der Restriktionsenzyme BiunHI,' 
EcoRI und HindHI wird dieses Promotorelement aus dem so 
konstruierten Vektor pLRlAl isoliert und fur weitere 
Zwecke verwendet. 

WFI-abhMncri^r Promntnr : Die von Meisterernst et al 
(Nucl. Acid ReS . (1988) 236 , s> 27 ^ 2) gefundene 

Konsensussequenz als DNA-Bxndungss telle fiir Mitglieder 
der NFI-Familie (Nuklear Faktor J} ^ 

Olxgonukleotid synthetisiert und fur die Konstruktion von 
NFl-abhangigen Promotoren verwendet (Altmann et al 
Proc. Natl. Acad. Sci. DSA (1994) 91, S . 3901-3905). 

Sequenz fur 6 NFI-Bindestellen konstruiert aus zwei 
Olxgonukleotiden: 
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1. Oligo: 

5'- TCG AGT TTT TGG CAC TGT GCC AAT TCT TTT TGG CAC TGT GCC AAT TCT 
3'- CA AAA ACC GTG ACA CGG TTA AGA AAA ACC GTG ACA CGG TTA AGA 

TTT TGG CAC TGT GCC AAT TC - 3 ' 
5 AAA ACC GTG ACA CGG TTA AG - 5 ' 

2. Oligo: 

5 -_ TTT TTG GCA CTG TGC CAA TTC TTT TTG GCA CTG TGC CAA TTC TTT TTG 
3'- AAA AAC CGT GAC ACG GTT AAG AAA AAC CGT GAC ACG GTT AAG AAA AAC 
10 GCA CTG TGC CAA TTC - 3' 

CGT GAC ACG GTT AAG AGC T - 5 ' 

Tet-abhangiger Promoter t Die von Hillen et al . (Nature 
(1982) 297 , S. 700-702) gefundene Konsensusseguenz als 
15 DNA-Bindungsstelle fur den Tet-Repressor wird als 

Oligonukleotid synthetisiert und fur die Konstruktion von 
Tet-abhangigen Promotoren verwendet. 
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Sequenz fur die Tet-Operator-Bindestelle 0^02: 

5'- TCG ATC TCT ATC ACT GAT AGG GAG TGG TAA AAT AAC TCT ATC AAT GAT 
3'- AG AGA TAG TGA CTA TCC CTC ACC ATT TTA TTG AGA TAG TTA CTA 

AGA - 3' 

TCT CAG A- 5' 

LexA-abhSnqiqer Promoter : Die DNA- Konsensusseguenz als 
Bindungsstelle fur den bakteriellen Repressor LexA 
wurde als Oligonukleotid synthetisiert und fur die 
Konstruktion von LexA-abhangigen Promotoren verwendet 
(Altraann et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1994) 91, s. 
3901-3905; Wendler et al., Nuc. Acid Res. (1994) 22,' S. 
2601-2603; Brent et al . , Cell (1985) 43, S. 729-736)'. Um 
die reprimierende Aktivitat von LexA-Fusionen auf den 
Galaktose-induzierten Gall-Promotor nachzuweisen, wird 
mit Hilfe des Restriktionsenzyms BamHI dieser Promoter 
aus dem Plasmid JK101 (Golemis et al., M ol. Cell. Biol. 
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(1992) 12, s. 3006-3014) isoliert und fur weitere 
Klonierungen eingesetzt. 

loxP-abhangiqer Prnmnter- Die von Hoess et al . ( Pr oc 
Natl. Acad. Sci. USA (1982) 79, S . 3398-3402) 
beschriebenen loxP-Elemente, welche es der Rekombinase 
Cre des Coliphagen Pi ermoglichen zwischen 2we i 
derartigen Elementen liegende Sequenzen zu deletieren 
Oder zu invertieren werden als Oligonukleotid 
synthetisiert und fur die Konstruktion von Cre-abhangigen 
Promotoren verwendet. 

Sequenz fur das loxP-Rekombinase Element: 

5'- GAG ATC ATA TTC AAT AAC CCT TAA TAT AAC TTC GTA TAA TGT ATG CTA 
3'- CTC TAG TAT AAG TTA TTG GGA ATT ATA TTG AAG CAT ATT ACA TAG GAT 

TAC GAA GTT ATT AGG TCG - 3- 

ATG CTT CAA TAA TCC AGC AGC T - 5' 

b ) Reporter gene . 

^ aCZ ~ Gen; DaS LacZ " Gen die Restriktionsenzyme 

BamHI und Hindlll aus dem Plasmid pMC1871 (Casadaban et 
al., J. Meth. in Enzy. 100, (1983) 100, S. 293-308) 
xsoliert und fur die weiteren Klonierungen eingesetzt. 

L ^ U2 ' GeT1 : ° aS Le «2-Gen wird mittels PCR-Reaktion aus dem 
Plasmid pAAHS (Ammerer, Methods in Enzymology (1983) s 
192-201, Academic Press) isoliert und fiir die weiteren 
Klonierungen eingesetzt. 

eingesetzte Sequenzpr inter : 

Leul: 5'- CGC GGA TCC ATG TCT GCC CCT AAG - 3" 

Leulrev: 5'- GCT CTA GAT CTT TTT AAG CAA GGA TTT TC - 3 - 
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* eZ - Gen : Das Tet-Gen wird mittels der Re strikt ions enzyme 
Xbal und BstEII aus dem Plasmid pWH1950, ein Derivat des 
Plasmides pRT240 (Wissmann et al. , Genetics (1991) 128 
S. 225-232) isoliert und fur die weiteren Klonierungen 
eingesetzt. 

Crel ' Gen S DaS Cre l-Gen wird mittels PCR-Reaktion aus dem 
Coliphagen PI (Hoess et al . , j. Mo i. Biol. (1985) 181 
S. 351-363) isoliert und fur die weiteren Klonierungen 
eingesetzt. 

eingesetzte Sequenzprimer : 

Crel: 5'- GGG GTA CCT ATG TCC AAT TTA CTG AC - 3 ' 
Crelrev:5-- GGG GTA CCG CGG CCG CCT AAT CGC CAT CTT CC - 3 * 

c ) Targetgene 

fiO^ene: Die verschiedenen NFI-Gene warden kloniert und 
fur die weiteren Klonierungen eingesetzt (Meisterernst et 
al., Nuc. Acid Res. (1988) 236, S. 27-32; Altmann et al., 
Proc. Natl. Acad. Sci. (1994) 91, S. 3901-3905). 

I^a=Sen: Das LexA-Gen wird mit Hilfe der 
Restriktionsenzyme Hindlli und EcoRl aus dem Plasmid 
PEG202, einem Derivat des Vektors LexA202 mit einer 
zusatzlichen Polylinkersequenz hinter dem LexA-Gen (Ruden 
et al., Nature (1991) 350, S. 250-252) isoliert und fur 
die weiteren Klonierungen eingesetzt. 

30 

NFkB-Gen : Die codierende Seguenz fiir die 

transkriptionsaktive Domane TAl (Aminosaure 521-551) des 
Proteins NFkB wird mit Hilfe des Restriktionsenzyms EcoRl 

35 TLT.ll^T PLSXTAl (SChmitZ St al " J ' Bio1 ' Chem. 

35 (1994) 269, S. 25613-25620) isoliert und fiir die weiteren 

Klonierungen eingesetzt . 
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TIM-Gen ; Die codierende Sequenz fiir den C-terminalen Teil 
des TIM-Proteins wird mit CTF2 , einem Mitglied der NFI- 
Familie, im sog. "interaction trap" (Current Protocols in 
Molecular Biology, 1994; Altmann (1994) Dissertation) 
isoliert. 

GST-gen : Die kodierende DNA-Sequenz fiir die 26 kDa-Domane 
aus dem GST Protein (Glutathion-S-Transf erase) wird 
mittels Restriktionsenzymen aus dem kommerziell 
erhaltlichen Plasmid pGEX 3X der Firma Pharmacia 
(Schweden) isoliert und fur weitere Klonierungen 
eingesetzt . 

ADl-Tet: Das Fusionsgen ADl-Tet setzt sich aus der sauren 
Aktivierungsdomane AD1, isoliert aus dem Plasmid pJG4-5 
(Gyuris et al . , Cell (1983) 75, S. 791-803) mit Hilfe der 
Restriktionsenzyme Hindlll und EcoRI, und der kodierenden 
Sequenz fiir den Tet-Repressor (siehe oben) zusammen. 

d) Inhibitorexpression s 

TrxA-qen: Das TrxA-Gen wird mittels PCR-Reaktion aus dem 
Plasmid P CJF7 (Lim et al . , J. Bact . (1985) 163, S. 31-36) 
isoliert und fiir die weiteren Klonierungen eingesetzt. 

eingesetzte Sequenzprimer : 

Trxl: 5"- GGA ATT CCC CGG GAT GAG CGA TAA AAT TAT TC - 3' 
Trxlrev:5'- CGG GAT CCC TCG AGT CAG CTA ATT ACC CGG GTA CCA CTT G -3' 

" Ra " dom Pliqo-Pool" ; 2 ur Konstruktion eines "Random 

Oligo-Pools " wird ein Einzelstrangoligonukleotid-Pool 
folgender Zusammensetzung synthetisiert s 
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Seguenz : 

5'- TAG CCG ATT TAG GTG ACA CTA TAG AGA GCT CTT CCG TCT GGC TAG CNN 
BNN BNN BNN BNN BNN BNN BNN BNN BNN BNN BAG CGC TGG TCC GAA GAG CTC 
TCC CTA TAG TGA GTC GTA TTA. .-3' 

N bedeutet, dafi an dieser Stelle alle 4 moglichen Basen 
(A, G, C und T) bei der Synthese zugegeben wurden (IUPAC- 
Nomenklatur) . 

B bedeutet, dafl an dieser Stelle die drei Basen G, C und 
T bei der Synthese zugegeben wurden ( IUPAC-Nomenklatur ) . 

Mittels Klenow-Polymerase werden aus den Einzelstrangen 
15 Doppelstrange hergestellt. 

Diese wurden anschlie/iend nach Inkubation mit dem 
Restriktionsenzym Sapl in die RsrII-Schnittstelle des 
TrxA-Genes kloniert. 
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Experiment el 1.e Voraehenswei sb 



Die Kultivierung und Transformation von Bakterien, Hefen und 
hSheren eukaryontischen Zellen erfolgt nach 

25 Standardbedingungen (Ausubel et al., Current Protocolls in 
Molecular Biology (1987), John Wiley & Sons (New York); 
Miller, Experiments in Molecular Genetics (1972), Cold Spring 
Harbour, N.Y.; Sambrook et al., Molecular Cloning (1989), 
Cold Spring Harbour Laboratory Press; Lindl et al., (1987); 

30 Altmann et al. , Proc. Natl. Acad. Sci. (1994) 91, s. 3901- 
3905). 

Die Bakterienstamme JK101 der Firraa Stratagene (Deutschland) 
und ToplO der Firma Invitrogen (Deutschland), sowie die 
35 Hefestamme INVScl und lNVSc2 der Firma ITC (Deutschland) 
wurden fur die Experimente eingesetzt. 
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Die Bestimmung der 3-Galaktosidase Aktivitat, dem LacZ- 
Genprodukt, erfolgt in sogenannten P-Galaktosidase Assays 
(Altmann et al., Proc. Natl. Acad. Sci. (1994) 91, S . 3901- 

5 3905) . 

Zur Bestinunung der CAT-Enzym Aktivitat in Proteinextrakten 
nach dem Immunassayprinzip wird beispielsweise der von der 
Fxrma Boehringer (Deutschland) kommerziell erhaltliche " CAT- 
ELISA"-Test verwendet. 
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Beispiel 1 

is Tl BS BSiSPiel " ellt die in F1 »- 1 

15 Kon figuration dar. 

1. Eine Genanordnung wird bereitgestellt , welche fur 
emen Transkriptionsf aktor codiert. Dieser 

Transkriptionsfaktor bindet an DNA-Bereiche einer DNA 
(Target-Bindestelle), die f ur einen 2weiten 
regulatorischen Faktor, in dieser Versuchsanordnung 
fur emen Repressor, codiert. 
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2. Des weiteren wird eine Repress or genanordnung mit 
einer Bindestelle auf der DNA (Target-Bindestelle) 
fur den unter l genannten Transkriptionsfaktor 
bereitgestellt . 

3. Eine Reportergenanordnung mit den Reportergenen Leu2 

und/oder LacZ wird ebenfalls bereitgestellt, wobei 

beide Reportergene im vorliegenden Verfahren von, 

Aufbau her den gleichen regulierbaren Promoter 

besitzen. Dieser Promoter setzt sich aus sogenannten 

UAS-Elementen (Upstream Activation Sequence,, an die 

bevorzugt e in endogener Aktivator (weiterer 

Transkriptionsfaktor TF) bindo*- 

«i j.r ; omelet , aus einer Oder 
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mehreren Repressorerkennungssequenzen, an die ein 
Repressor binden kann, und einer TATA-Box fur die 
basale Transkription zusammen. 

a. Wird der Versuchsanordnung kein Inhibitor 
zugesetzt, liegt ein aktiver Transkriptionsf aktor 
vor, der die Expression eines Repressorproteins 
positiv reguliert. Der aktive Repressor bindet an 
die oben genannte Repressorerkennungssequenz b zw 
Repressorbindestelle und reprimiert die Expression 
des Reporter gens LacZ und/oder Leu2 , d.h. es 
findet kein Wachstum der Wirtsorganismen statt, 
eine Farbreaktion ist nicht nachzuweisen. 

b. Nach Zugabe eines Inhibitors w ird die Aktivitat 
des ersten regulatorischen Faktors, hier 
Transkriptionsf aktor, gehemmt. Dies ist auf eine 
Hemmung der Interaktion des Transkriptionsf aktors 
mit der entsprechenden Bindestelle auf der DNA 
Oder auf eine Hemmung der Aktivierungsdomane 
zuriickzufiihren. Es findet keine Expression des 
Repressorgens statt. somit steht kein Repressor 
zur Verfiigung, und das dem Promoter 
nachgeschaltete Reportergen LacZ und/oder Leu2 
wxrd durch einen induzierbaren endogenen 
Transkriptionsf aktor stark exprimiert . 

Infolgedessen wachsen die Hefen in Leucin- 
defizienten Medien, und nach Wachstum in X-Gal- 
haltigem Medium tritt ein Farbumschlag (Blau) auf. 

Die Zugabe eines Inhibitors fiihrt also gemaB der 
vorliegenden Erfindung zu einer Expression des 
Reportergens/der Reportergene , indem der zweite 
regulatorische Faktor, hier Repressor, gehemmt 
wird. 
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Beispiel 2 

Dieses Beispiel stellt die in Fig, 2 dargestellte 
Konf iguration dar. 

1. Es werden Genanordnungen bereitgestellt, die fur zwei 
wechselwirkende Hybridproteine des Transkriptions- 
regulators codieren sowie eine UAS-Sequenz und eine 
TATA-Box enthalten, wobei eine Anordnung fiir ein 
Hybridprotein codiert, welches ein Fusionsprotein aus 
einer Bindedomane und einer ersten Proteinkomponente 
ist, sowie eine weitere Anordnung fiir ein 
Hybridprotein codiert, welches ein Fusionsprotein aus 
einer Aktivierungsdomane des Transkriptionsregulators 

15 u nd einer zweiten Proteinkomponte ist (Fig. 2a) - 

2. Des weiteren wird eine Repressorgenanordnung mit 
einer oder mehreren Bindestellen auf der DNA ( Target - 
Bindestelle) fiir den Transkriptionsregulator 

2 0 bereitgestellt . 

3. Eine Reportergenanordnung , wie unter Beispiel 1, 
Punkt 3, beschrieben, wird ebenfalls bereitgestellt. 

25 a - Der Transkriptionsregulator setzt sich, wie oben 

beschrieben, aus zwei Fusionsproteinen zusaromen, 
wobei nur bei ungestorter Protein-Protein- 
Wechselwirkung der beiden Fusionsproteine ein 
aktiver Transkriptionsregulator vorliegt (siehe 
Fig. 2a). Liegt kein Inhibitor vor, findet eine 
ungestorte Protein-Protein-Wechselwirkung statt 
und ein aktiver Transkriptionsregulator ist 
vorhanden. Dieser aktive Transkriptionsregulator 
bindet an seine entsprechende Bindestelle auf der 
35 DNA ( Target-Bindes telle ) , welche fur das 

Repressorgen codiert, und bewirkt eine Expression 
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des Repress or gens. Der Repressor bindet an die 
Repressorbindestelle im Promotorbereich der 
Reportergene und reprimiert eine Expression der 
Reportergene. Da Leu2 und/oder LacZ nicht 
exprimiert werden, findet weder Wachstum auf 
Leucin-defizientem Medium statt, noch findet eine 
Blaufarbung nach Wachstum auf X-Gal-haltigem 
Medium statt . 

Wird der Versuchsanordnung ein Inhibitor 
zugesetzt, wie z.B. die vorstehend erwahnten 
Inhibitoren, beispielsweise Peptide, 

Kucleinsauren, Kohlenhydrate oder andere chemische 
Substanzen, wird die Protein-Protein- 

Wechselwirkung der Fusionsproteine des 

Transkriptionsregulators gehemmt. Es liegt nun 
kein aktiver Transkriptionsregulator oder ein in 
seiner Aktivitat verminderter 

Transkriptionsregulator vor, da die 

Aktivierungsdomane des Transkriptionsregulators 
und die DNA-Bindedomane auf verschiedenen 
Fusionsproteinen lokalisiert sind und demzufolge 
bei einer Hemmung der Wechselwirkung der 
Hybridproteine diese Domanen nicht oder vermindert 
miteinander wechselwirken konnen. 

Die DNA-bindende Domane des einen Fusionsproteins 
des Transkriptionsregulators kann, je nach 
Versuchsbedingung und zugesetztem Inhibitor, an 
den betreffenden DNA-Abschnitt binden oder nicht 
binden. Aufgrund der gehemmten Protein-Protein- 
Wechselwirkung liegt in keinem Fall ein aktiver 
Transkriptionsregulator vor. Aufgrund des 
inaktiven Transkriptionsregulators findet keine 
Expression des Repressorgens statt. 
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Da kein Repressor vorliegt, werden, nach Bindung 
eines entsprechenden weiteren Transkriptions- 
faktors, die Reportergene Leu2 und/oder LacZ 
exprimiert. Es findet nun Wachstum der Wirtszellen 
auf Leucin-def izientem Medium statt bzw. ein 
Farbumschlag (Blauf arbung) nach Wachstum auf X- 
Gal-haltigem Medium ist nachweisbar. Gemafl der 
vorliegenden Erf indung fiihrt die Zugabe eines 
Inhibitors iiber Hemmung des zweiten 

regulatorischen Faktors (Repressor) zu einer 
Expression der Reportergene. 

Weitere bevorzugte Ausfiihrungen ergeben sich aus 
Abwandlungen der unter den Beispielen 1 und 2 
beschriebenen Ausfiihrungsf ormen . 

Beispiel 3 

Dieses Beispiel bezieht sich auf die in Fig. 3 gezeigte 
Konf iguration . 

1. Eine Genanordnung , welche fur einen 
Transkriptionsf aktor codiert , wird bereitgestellt . 
Dieser Transkriptionsf aktor bindet an Bereiche einer 
DNA (Target-Bindes telle), die fur eine Rekombinase 
codiert . 

2. Des weiteren wird eine Genanordnung bereitgestellt, 
welche fur die sequenzspezif ische Rekombinase des 
Coliphagen PI codiert. 

3. Eine Reportergenanordnung mit den Reportergenen Leu2 
und/oder LacZ wird bereitgestellt, wobei beide 
Reportergene im vorliegenden Verfahren vom Aufbau her 
den gleichen regulierbaren Promotor besitzen. Dieser 
Promotor enthalt UAS-Elemente, an die bevorzugt ein 



34 



PCT/EP95/00297 



endogener AJctivator bindet, und eine TATA-Box . Die 
Reportergene weisen flankierende lox P-Seguenzan als 

Rekombinationselemente auf. 

a. Wie bereits unter Beispiel l beschrieben, liegt, 
sofern kein Inhibitor zugesetzt wird, ein aktiver 
Transkriptionsfaktor vor . Dieser 

Transkriptionsfaktor reguliert die Expression der 
Rekombinase Cre positiv. Die Rekombinase 
xnteragiert mit den lox P-Sequen 2 en, welche die 
Reportergene LacZ/Leu2 flankieren und eliminiert 
oder invertiert in einem Rekombinatxonsproze/J die 
genannten Reportergene. 

Entsprechend werden keine funktionellen 
Reportergene exprimiert, es findet kein Wachstum 
der Wirtsorganismen statt, und es i st auch keine 
Farbreaktion nach Wachstum auf X-Gal-haltigem 
Medxum nachweisbar. 

• Nach Zugabe eines Inhibitors wird die Aktivitat 
des Transkriptionsfaktors gehemmt, wobei dies auf 
Hemmung der Interaktion des 

Transkriptionsfaktors mit der entsprechenden 
Bxndestelle auf der DNA oder auf eine Hemmung der 
Aktxvxerungsdomane zuriickzuf iihren ist. Demzufolge 
fxndet keine Expression der Rekombinase statt und 
dxe dem Promoter nachgeschalteten Reportergene 
Lacz und/oder Leu2 werden durch einen 
induzierbaren, bevorzugt endogenen Transkriptions- 
faktor stark exprimiert. Die Wirtsorganismen, in 
dxeser Versuchsanordnung sind es bevorzugt Hefen 
wachsen nun auf Leucin-def izienten Medien und hex 
Wachstum in X-Gal-haltigem Medium tritt ein 
Farbumschlag (Blau) auf. 
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Die Zugabe eines Inhibitors fiihrt also wiederum zu 
einer Expression von Reporter genen . 



Beispiel 4 

Dieses Beispiel bezieht sich auf die in Fig, 4 
dargestellte Konf iguration . 

1. Es werden Genanordnungen, wie unter Beispiel 2 
beschrieben, bereitgestellt, die fiir wechselwirkende 
Hybridproteine codieren f welche iiber eine Protein- 
Protein-Wechselwirkung einen aktiven Transkriptions- 
regulator bilden. 



2- Des weiteren wird eine Genanordnung bereitgestellt , 
welche fiir die sequenzspezif ische Rekombinase Cre des 
Coliphagen PI codiert. Diese Rekombinase entspricht 
dem zweiten regulatorischen Faktor. 

3 . Eine Reporter genanordnung mit den Reporter genen Leu2 
und/oder Lac2 wird ebenfalls bereitgestellt , wobei 
beide Reportergene im vorliegenden Verfahren vom 
Aufbau her den gleichen regulierbaren Promotor 
besitzen. Dieser Promotor enthalt UAS-Elemente, an 
die bevorzugt ein endogener Aktivator bindet, und 
eine TATA- Box . Die Reportergene weisen flankierende 
lox P-Sequenzen als Rekombinationselemente auf. 

a. Wie auch unter Beispiel 2 beschrieben , findet, 
sofern kein Inhibitor vorliegt, eine ungestorte 
Protein-Protein-Wechselwirkung zwischen den den 
Transkript ions faktor bildenden Fusionsproteinen 
statt, womit ein aktiver Transkript ions faktor 
vorliegt • Der aktive Transkriptionsf aktor bindet 
an eine auf der DNA befindlichen Bindestelle, 
wobei diese DNA das fiir die Cre-Rekombinase 
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codierende cre-Gen enthalt. Nach Bindung des 
Transkriptionsfaktors wird die Cre-Rekombinase 
exprimiert. Diese Rekombinase eliminiert oder 
invertiert iiber Rekombinationsprozesse das oder 
die Reportergene, wobei sie mit den lox P- 
Sequenzen, welche die Reportergene flankieren, 
interagiert. Sowohl nach einer Elimination als 
auch nach einer Inversion werden keine 
funktionellen Reportergene exprimiert. Demzufolge 
findet ohne Zugabe eines Inhibitors kein Wachstum 
auf Leucin-defizientem Medium statt, ebenso keine 
Blaufarbung bei Wachstum auf X-Gal-haltigem 
Medium . 

Nach Zugabe eines Inhibitors zu dem Versuchsansatz 
wird die Protein-Protein-Wechselwirkung der 
Pus ionspro teine des Transkriptionsregulators 
gehemmt. Es liegt somit kein aktiver 
Transkriptionsregulator vor. Die DNA-bindende 
Domane des einen Fusionsproteins des 
Transkriptionsregulators bindet, je nach 

Versuchsbedingungen und zugesetztem Inhibitor, an 
den betreffenden DNA-Abschnitt oder nicht. 
Aufgrund der gehemmten Protein-Protein- 

Wechselwirkung liegt in keinem Fall ein aktiver 
Transkriptionsregulator vor. Infolge des fehlenden 
aktiven Transkriptionsregulators bindet kein 
Transkriptionsregulator an die Bindestelle auf der 
DNA, welche fiir die Cre-Rekombinase codiert. Die 
Cre-Rekombinase wird somit nicht exprimiert. 
Entsprechend werden die Reportergene Leu2 und/oder 
LacZ weder eliminiert noch invertiert. Eine 
fehlende Rekombinase fiihrt somit zu einer 
Expression der Reportergene, wodurch Wachstum der 
Zellen in Leucin-def izientem Medium ermoglicht 
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wird bzw. eine Blaufarbung in X-Gal-haltigem 
Medium auftritt. 

Gemafi der vorliegenden Erfindung wird in dem lox- 
cre-abhangigen Verfahren nach Zugabe eines 
Inhibitors die Expression des zweiten 
regulatorischen Faktors , der Cre-Rekombinase , 
gehemmt, wodurch eine Expression der Reportergene 
erst ermoglicht wird. Die Nutzung einer 
Rekombinase in dem vorliegenden Verfahren 
ermoglicht einen Inhibitornachweis nach einem 
"Alles-oder Nichts "-Prinzip, wobei sich, gemafl der 
vorliegenden Erfindung, der positive Nachweis von 
Reportergenen nach Inhibitorzugabe als besonders 
geeignet erweist und sehr empfindliche Nachweise 
ermoglicht. 



Beispiel 5 



Dieses Beispiel stellt die in Fig. 5 angegebene 
Konf iguration dar. 

1. Es werden Genanordnungen bereitgestellt, die fiir zwei 
wechselwirkende Proteine codieren, wobei eine 
Anordnung fiir ein Protein codiert, welches eine DNA- 
bindende Domane, eine Domane, welche an ein wei teres 
zweites Protein bindet, und eine aktivierende Domane 
enthalt, sowie eine weitere Anordnung fiir ein 
weiteres zweites Protein, welches mindestens eine mit 
dem ersten Protein wechselwirkende Domane enthalt 
(Fig. 5a). 

2. Des weiteren wird eine Repressorgenanordnung mit 
einer Oder mehreren Bindestellen auf der DNA (Target- 
Bindestelle) fiir den Transkriptionsregulator 
bereitgestellt . 
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3. Eine Reportergenanordnung , wie unter Beispiel 1, 
Punkt 3, beschrieben, wird ebenfalls bereitgestellt . 

a. Der Transkriptionsregulator setzt sich aus den 
beiden oben beschriebenen Proteinen zusammen, 
wobei nur bei ungestorter Protein-Protein- 
Wechselwirkung der beiden Proteine ein aktiver 
Transkriptionsregulator vorliegt (siehe Fig. 5a). 
Liegt kein Inhibitor vor, findet eine ungestorte 
Protein-Protein-Wechselwirkung (Target I - Target 
II) statt und ein aktiver Transkriptionsregulator 
liegt vor. Der aktive Transkriptionsregulator 
bindet an seine entsprechende Bindestelle auf der 
15 DNA (Target I-Bindestelle) , welche fur das 

Repressorgen codiert, und bewirkt eine Expression 
des Repressorgens. Der Repressor bindet an die 
Repressorbindestelle im Promotorbereich der 
Reportergene und reprimiert eine Expression der 
20 Reportergene. Da Leu2 und/oder LacZ nicht 

exprimiert werden, findet weder Wachstum auf 
Iieucin-defizientem Medium statt, noch findet eine 
Blaufarbung nach Wachstum auf X-Gal-haltigem 
Medium statt. 

25 

b. Wird der Versuchsanordnung ein Inhibitor 
zugesetzt, wie z.B. die vorstehend erwahnten 
Inhibit oren, beispiel sweise Peptide , 

Nucleinsauren, Kohlenhydrate oder andere chemische 

30 Substanzen, wird die Protein-Protein- 

Wechselwirkung der Proteine des 

Transkriptionsregulators gehemmt. Es liegt nun 
kein aktiver Transkriptionsregulator vor, da bei 
einer Hemmung der Wechselwirkung der Proteine der 

35 Transkriptionsregulator nicht in der aktiven Form 

(Konf ormation) vorliegt . 
/ 
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Die DNA-bindende Domane des einen Proteins des 
Transkriptionsregulators kann, je . nach 

Versuchsbedingung und zugesetztem Inhibitor, an 
den betreffenden DNA-Abschnitt binden Oder nicht 
binden. Aufgrund der gehemmten Protein-Protein- 
Wechselwirkung liegt in keinem Fall ein aktiver 
Transkriptionsregulator vor. Aufgrund des 
inaktiven Transkriptionsregulators findet keine 
Expression des Repressorgens statt. 

Da kein Repressor vorliegt, werden, nach Bindung 
eines entsprechenden weiteren 

Transkriptionsfaktors TF, die Reportergene Leu2 
und/oder LacZ exprimiert. Es findet nun Wachstum 
der Wirtszellen auf Leucin-def izientem Medium 
statt bzw. ein Farbumschlag (Blauf arbung) nach 
Wachstum auf X-Gal-haltigem Medium ist 

nachweisbar. Gemafl der vorliegenden Erfindung 
fiihrt die Zugabe eines Inhibitors iiber Hemmung des 
zweiten regulatorischen Faktors (Repressor) zu 
einer Expression der Reportergene. 

Beispiel 



Dieses Beispiel bezieht sich auf die in Fig. 6 
dargestellte Konf iguration. 

1. Es werden Genanordnungen r wie unter Beispiel 5 
beschrieben, bereitgestellt , die fur wechselwirkende 
Proteine codieren, welche iiber eine Protein-Protein- 
Wechselwirkung einen aktiven Transkriptionsregulator 
bilden. 

2. Des weiteren wird eine Genanordnung bereitgestellt, 
welche fur die sequenzspezif ische Rekombinase Cre des 
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Coliphagen PI codiert. Diese Rekombinase entspricht 
dem zweiten regulatorischen Faktor. 

Eine Reportergenanordnung mit den Reportergenen Leu2 
und/oder LacZ wird ebenfalls bereitgestellt , wobei 
bexde Reportergene im vorliegenden Verfahren vom 
Aufbau her den gleichen regulierbaren Promoter 
besxtzen. Dieser Promotor enthalt UAS-Elemente, an 
dxe bevorzugt ein endogener Aktivator bindet, und 
exne TATA-Box. Die Reportergene weisen flankierende 
lox P-Sequenzen als Rekombinationselemente auf . 

a. Wie auch unter Beispiel 5 beschrieben, findet, 
sofern kein Inhibitor vorliegt, eine ungestorte 
Protein-Protein-Wechselwirkung zwischen den den 
Transkriptionsregulator bildenden Proteinen statt, 
womxt ein aktiver Transkriptionsregulator 
vorlxegt. Der aktive Transkriptionsregulator 
bxndet an eine auf der DNA befxndlichen 
Bxndestelle, wobei diese DNA das fur die Cre- 
Rekombinase codierende Cre-Gen enthalt. Nach 
Bxndung des Transkriptionsregulator wird die Cre- 
Rekombinase exprimiert. Diese Rekoxnbinase 
elxminiert oder invertiert fiber 

Rekombinationsprozesse das oder die Reportergene 
wobei Sie mit den lox P . Seguen2en/ welche ^ 

Reportergene flankieren, interagiert. Sowohl nach 
exner Elixaination als auch nach einer Inversion 
werden keine f unktionellen Reportergene 

exprxxnxert. Demzufolge findet ohne Zugabe eines 
Inhxbxtors kein Wachstum auf Leucin-def izientem 
Medxum statt , ebenso ke . ne Blauf „ rbun 

Wachstum auf X-Gal-haltigem Medium. 

. Nach Zugabe eines Inhibitors zu dem Versuchsansatz 
wxrd die Protein-Protein-Wechselwirkung der 
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Beispj«=>l 7 



Proteine, z.B. iiber Konf irmationsanderung, des 
Transkriptionsregulators gehemmt. Es liegt somit 
kein aktiver Transkriptionsregulator vor. Die DNA- 
bindende Domane des einen Proteins des 
Transkriptionsregulators bindet, je nach 

Versuchsbedingungen und zugesetztem Inhibitor, an 
den betreffenden DNA-Abschnitt oder nicht. 
Aufgrund der gehemmten Protein-Protein- 
Wechselwirkung liegt in keinem Fall ein aktiver 
Transkriptionsregulator vor. Infolge des fehlenden 
aktiven Transkriptionsregulators bindet kein 
Transkriptionsregulator an die Bindestelle auf der 
DNA, welche fur die Cre-Rekombinase codiert. Die 
Cre-Rekombinase wird somit nicht exprimiert. 
Entsprechend werden die Reportergene Leu2 und/oder 
LacZ weder eliminiert noch invertiert. Eine 
fehlende Rekombinase fuhrt somit zu einer 
Expression der Reportergene, wodurch Wachstum der 
Zellen in Leucin-def izientem Medium ermoglicht 
wird bzw. eine Blaufarbung in X-Gal-haltigem 
Medium auftritt. 

GemaiJ der vorliegenden Erfindung wird in dem lox- 
Cre-abhangigen Verfahren nach Zugabe eines 
Inhibitors die Expression des zweiten 
regulatorischen Faktors, der Cre-Rekombinase, 
gehemmt, wodurch eine Expression der Reportergene 
erst ermSglicht wird. Die sich ergebenden Vorteile 
wurden bereits in Beispiel 4b beschrieben. 



Dieses Beispiel stellt die in Fig. 7 dargestellte 
Konf iguration dar. 
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Es werden Genanordnungen bereitgestellt , die fur zwei 
wechselwirkende Pro t eine Target II und Target III 
codieren sowie eine UAS-Sequenz und eine TATA- Box 
enthalten, wobei eine Anordnung fiir ein Protein 
Target III codiert, welches ein Protein aus einem 
verankernden Abschnitt und einer ersten 
Proteinkomponente ist, und eine weitere Anordnung fiir 
ein Protein Target II codiert, welches ein 
Fusionsprotein aus einem inhibierenden Abschnitt und 
einer zweiten Proteinkomponente ist (Fig. 7a) . 

Es wird eine Genanordnung fur einen 

Transkriptionsfaktor Target I bereitgestellt, der 
inhibiert werden kann. 

Des weiteren wird eine Repress or genanordnung mit 
einer oder mehreren Bindestellen auf der DNA (Target- 
Bindes telle) fiir den Transkriptionsfaktor 

bereitgestellt . 

Eine Reportergenanordnung, wie unter Beispiel 1, 
Punkt 3, beschrieben, wird ebenfalls bereitgestellt. 

a. Bei ungestorter Protein-Protein-Wechselwirkung der 
beiden Proteine kann der inhibierende Abschnitt 
des ersten Proteins nicht mit dem 
Transkriptionsfaktor wechselwirken, somit liegt 
ein aktiver Transkriptionsfaktor vor (siehe Fig. 
7a). Liegt kein Inhibitor vor, findet eine 
ungestorte Protein-Protein-Wechselwirkung statt 
und ein aktiver Transkriptionsfaktor ist 
vorhanden. Dieser aktive Transkriptionsfaktor 
bindet an seine entsprechende Bindestelle auf der 
DNA, welche fiir das Repressorgen codiert, und 
bewirkt eine Expression des Repressorgens . Der 
Repressor bindet an die Repressorbindestelle im 
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Promo torbereich der Report ergene und reprimiert 
eine Expression der Reportergene . Da Leu2 und/oder 
LacZ nicht exprimiert werden, findet weder 
Wachstum auf Leucin-def izientem Medium statt, noch 
findet eine Blaufarbung nach Wachstum auf X-Gal- 
haltigem Medium statt. 

Wird der Versuchsanordnung ein Inhibitor 
zugesetzt, wie z.B. die vorstehend erwahnten 
Inhibitoren, beispielsweise Peptide, 

Nucleinsauren, Kohienhydrate oder andere chemische 
Substanzen, wird die Protein-Protein- 

Wechselwirkung der Proteine Target II und Target 
III gehemmt. Das Protein mit dem inhibierenden 
Abschnitt Target II wird freigesetzt und bindet an 
den Transkriptionsfaktor Target I, wodurch dieser 
inhibiert wird. Es liegt nun kein aktiver 
Transkriptionsfaktor vor. 

Aufgrund der gehemmten Protein-Protein- 

Wechselwirkung liegt in keinem Fall ein aktiver 
Transkriptionsregulator vor. Aufgrund des 
inaktiven Trans kript ions f aktors findet keine 
Expression des Repressorgens statt. 

Da kein Repressor vorliegt, werden, nach Bindung 
eines entsprechenden weiteren Transkriptions- 
f aktors TF, die Reportergene Leu2 und/oder LacZ 
exprimiert. Es findet nun Wachstum der Wirtszellen 
auf Leucin-defizientem Medium statt bzw. ein 
Farbumschlag (Blaufarbung) nach Wachstum auf X- 
Gal-haltigem Medium ist nachweisbar. GemaB der 
vorliegenden Erfindung fuhrt die Zugabe eines 
Inhibitors iiber Hemmung des zweiten 

regulator is chen Faktors (Repressor) zu einer 
Expression der Reportergene. 



WO 95/20652 



44 



PCT/EP95/00297 



Beisp iel a 



10 



Dieses Beispiel bezieht sich auf die in Fig 8 
dargestellte Konf iguration . 

1. Es werden Genanordnungen, wie unter Beispiel 7 
beschrieben, bereitgestellt , die fur wechselwirkende 
Proteine codieren. 



2- Es wird eine Genanordnung fur 

Transkriptionsfaktor bereitgestellt (Target I) 



einen 



3. Des weiteren wird eine Genanordnung bereitgestellt, 
welche fur die sequenzspezif ische Rekombinase Cre des 
Colxphagen Pi codiert. Diese Rekombinase entspricht 
dem zweiten regulatorischen Faktor. 

20 4 * E± "? Rep ° rter 9 e *anordnung *en Reportergenen Leu2 

und/oder LacZ wird ebenfalls bereitgestellt, wobei 
bexde Reportergene i™ vorliegenden Verfahren vom 
Aufbau her den gleichen regulierbaren Proxnotor 
besxtzen. Dieser Promoter enthalt UAS-Elemente, an 
dxe bevorzugt ein endogener Aktivator bindet, und 
exne TATA- Box . Die Reportergene weisen flankierende 
lox P-Sequenzen als Rekombinationselemente auf. 

a- Wie auch unter Beispiel 7 beschrieben, findet, 
30 SOfSrn kSin Inhibitor vorliegt, eine ungestorte 

Protein-Protein-Wechselwirkung zwischen den 
Proteinen statt, WO mit ein aktxver 

Transkriptionsfaktor vorliegt. Der aktive 
Transkriptionsfaktor Target I bindet an eine auf 
35 d€r DNA befi ndlichen Bindestelle, wobei diese DNA 

das fur die Cre-Rekombinase codierende Cre-Gen 
enthalt. Nach Bindung des Transkriptionsf aktors 
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wird die Cre-Rekombinase exprimiert . Diese 
Rekombinase eliminiert oder invertiert iiber 
Rekombinationsprozesse das Oder die Reportergene, 
wobei sie mit den lox P-Sequenzen, welche die 
Reportergene flankieren, interagiert. Sowohl nach 
einer Elimination als auch nach einer Inversion 
werden keine funktionellen Reportergene 
exprimiert. Demzufolge findet ohne Zugabe eines 
Inhibitors kein Wachstum auf Leucin-def izientem 
Medium statt, ebenso keine Blaufarbung bei 
Wachstum auf X-Gal-haltigem Medium. 

Nach Zugabe eines Inhibitors zu dem Versuchsansatz 
wird die Protein-Protein-Wechselwirkung der 
Proteine Target II und Target III gehemmt. Das 
Protein mit dem inhibierenden Abschnitt Target II 
wird freigesetzt und interagiert mit dem 
Transkriptionsfaktor, wodurch dieser inhibiert 
wird. Es liegt somit kein aktiver 

Transkriptionsfaktor vor. Die DNA-bindende Domane 
des Transkriptionsfaktors bindet, je nach 
Versuchsbedingungen, an den betreffenden DNA- 
Abschnitt oder nicht. Aufgrund der gehemmten 
Protein-Protein-Wechselwirkung liegt in keinem 
Fall ein aktiver Transkriptionsfaktor vor. Infolge 
des fehlenden aktiven Transkriptionsfaktors bindet 
kein Transkriptionsfaktor an die Bindes telle auf 
der DNA, welche fur die Cre-Rekombinase codiert. 
Die Cre-Rekombinase wird somit nicht exprimiert. 
Entsprechend werden die Reportergene Leu2 und/oder 
LacZ weder eliminiert noch invertiert. Eine 
fehlende Rekombinase fiihrt somit zu einer 
Expression der Reportergene, wodurch Wachstum der 
Zellen in Leucin-def izientem Medium ermSglicht 
wird bzw. eine Blaufarbung in X-Gal-haltigem 
Medium auftritt. 
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Gemafi der vorliegenden Erfindung „ir d in dein lox . 
cre-abhangigen Verfahren nach 2ugabe eines 
inhxbxtors die Expr ession des 2 
regulatorischen Faktors, der cre-Rekonfcinase, 
geh eIm „t wodurch ei„ e Expression der Reportergene 
erst ermoglicht wird. 



Beispiel Q 



Tet R F " nkti ° nS " eiae d " Vtefhr— W ir d m Beispiel des 
Tet Repressors und dessen spesifische Inhibierulg dur" 
Tetracyclin naher erlautert. 

Dieses Beispiel stellt die in Fi „ „ 
Konfiguration dar. *' 9 an 9 e 9ebene 

!rsL Genano ^«9 "«d bereitgestellt, „elche filr den 
I"' " ^"-"Chen Faktor ADl-Tet codiert. Dieser 
regulatorische Faktor bindet an DNA-Bereich„ 
DNA /rn^ n . , uwA-Bereiche exner 

DMA (Tet-Bindungsstelle) , die fUr den zwe 

regulatorischen Faktor w=„ „ lten 
codiert. "ktor, de „ Repressor LexA-GST. 

2 ' RelesTT 9-anordnung des 

Repressors LexA-GST mi t einer Bindestelle auf der DNA 

regulatorischen Faktor ADl-Tet bereitgestellt . 

3 ' und/ „"T er9ena "° r dnu "9 — Rsportergenen Leu2 

und/oder Lacz wir d ebenfalls bereitgestellt, ^ 

Aulblu x 1 " ver £ a h r'e n °£ 

b e S ^n" r ies ::%^r S et^^^^ — 

UAS-^enten (U pstr e a» Aeration L^TTr 
be.or.ugt ein e ndoge„er AktivatT ^tarer 
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Transkriptions faktor Gal4) bindet, aus einer Oder 
mehreren LexA Bindungsstellen, an die ein LexA-GST 
binden kann, und einer TATA-Box fur die Initiation 
der basalen Transkription zusammen. 

a. Durch die Expression des Fusionsklones ADl-Tet 
(erster regulatorischer Faktor) wird die 
Expression des Repressors LexA-GST (zweiter 
regulatorischer Faktor) stimuliert. Dieses 
Repressorprotein wiederum reprimiert durch die 
Bindung an die LexA-Bindestelle des in Figur 9 
beschriebenen LacZ- bzw. LEU2-Promotors die vom 
ersten regulatorischen Faktor unabhangige Gal4- 
aktivierte Expression der Report ergene LacZ und 
Leu2. Da die Gal4-aktivierte Expression der 
Reportergene durch Glukose inhibiert und erst auf 
Galaktose stimuliert wird, konnen diese Hefen auf 
Leucin-defizienten Medien nicht wachsen und 
bleiben auf X-Gal-haltigem Medium weiJl (Tabelle 
1). Besitzt das Medium Galaktose als Zuckerquelle, 
bleibt der Gall-LexA-Promotor durch die ADl-Tet 
abhangige Expression des LexA-GST Repressors 
weiter inhibiert: die Hefekolonien bleibt weifl und 
wachsen auf Leucin-defizienten Medien nicht. 

b * In Abhangigkeit steigender 

Tetracyklinkonzentration (Figur 9 sowie Tabelle 1 
und 2) wird die Bindung des ADl-Tet-Proteins an 
den Tet-abhangigen Promotor des LexA-GST 
Repressors spezifisch inhibiert. Die hier 
verwendete, steigende Tetracyklinkonzentration 
inhibiert das generelle Wachstum der Hefen nicht. 
Der zweite regulatorische Faktor ist nun nicht 
mehr in der Lage, die Aktivitat des 
Reportersystems zu inhibieren. Die Hefezellen 
werden nun mit Galaktose als Zuckerquelle und X- 
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Gal als Substrat fur das Reportersystem blau und 
konnen auf Leucin-def izienten Medien wachsen. 
Glukose-haltiges Medium dagegen inhibiert die 
Aktivitat des endogenen Transkriptionsf aktors 
Gal4. Die Hefen wachsen nicht auf Leucin- 
defizienten Medien und bleiben auf X-Gal-haltigen 
Medienplatten weifi. Andere Antibiotika wie 
Ampicillin, Chloramphenicol, Kanamycin und 
Carbenicillin haben keine derartig reprimierende 
Wirkung auf den ersten regulatorischen Faktor AD1-. 
Tet (Tabelle 1) . Auf Glukose-haltigen Platten wird 
Gal4 unabhangig vom ersten und zweiten 
regulatorischen Faktor inhibiert, weswegen auf 
derartigen Medien die Hefen nicht wachsen und weifi 
15 bleiben. 



Tabelle 1: 



20 



Tetracyklin- 
zugabe 

+ + 


Wachstuir 
Glukose 


lautLEU- 

Galaktose 
++ 


Blaufarbunj 

Glukose 
weifi 
weifi 


% auf X-Gal 

Galaktose 
weifi 
blau 
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Tabelle 2: (nur die Ergebnisse der Galaktose-haltigen Flatten 
dargestellt) 



a) 


Eingesetzte Konzentrationen 


Venvendetes 
Antibiotikum 

Tetracyklin 


0 

- - / weifi 


5 


50 


250 


Ampicillin 
Kanamycin 
Carbenicillin 


- - / weifi 

- - / weifi 

- - / weifi 


- - / weifi 

- - / weifi 

- - / weifi 


- - / weifi 

- - / weifi 

- - / weifi 


+ + /blau 

- - / weifi 

- - / weifi 


Chloramphenicol 


- - / weifi 


- - / weifi 
■ - / weifi 


- - / weifi 

- - / weifi 


- - / weifi 

- - / weifi | 



Wachstum aut LEU- / Blautarbung aufX^GaT 



b) 




Eingesetzte Konzentrationen 


Venvendetes 
Antibiotikum 


0 


5 


50 


100 


150 


200 


250 


300 


Tetracyklin 


--/ 
weifi 


--/ 
weiB 


--/ 
weiB 


--/ 
weiB 


--/ 

weiB 


+ + / 
blau 


+ + / 
blau 


+ + / 
blau 
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Nachweis der Funktionsweise der einzelnen 
Assay 



Elemente 



un 



15 



20 



ADl-Tet als Transkriptionsf aktor : 

Urn nachzuweisen, dafl der Fusionsklon ADl-Tet (erster 
regulatorischer Faktor) in der Hefe funktionell 
exprxmiert, in den Kern transportiert und dort 
effxzient an die DNA-Konsensussequenz gebunden wird 
und von dort aus die Transkription eines Genes 
aktivieren kann, wurde der folgende Assay 
durchgefiihrt : 
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Auf Galaktose-haltigen Medienplatten wird ADl-Tet 
exprimiert und ist damit in der Lage, an die Tet- 
Bxndestelle eines entsprechenden Promotors vor dem 
LacZ-Gen zu binden and von dort die Expression des 
Reportergenes LacZ 2U aktivieren. Dieses wiederum 
kann durch die Uxnwandlung des i m Mediuxn enthaltenen, 
f arblosen Substrata X - Ga l in einen blauen 
Indigofarbstoff nachgewiesen werden. Da Glukose die 
Expression des ADl-Tet-Proteins inhibiert, findet 
auch keine Expression des Reportergenes LacZ statt 
Die Kolonien bleiben weiB. 



15 



Tetracyclin als spezif ischer 
Transkriptionsfaktors Tet-AD 



Inhibitor 



des 



20 



Um 



nachzuweisen , 
sak1 
inhibieren 



dafl Tetracyklin die 

Bxndungsaktivitat des ADl-Tet-Proteins spezifisch 

vennag, wurden zusatzlich 
Konzentrationen des Antibiotikums au f die 
Medienplatten gegeben: 



zu 

steigende 



Tabelle 3: 



25 




'I- 1 ^Perimentellen Daten zeigen, kann in 
Abhangigkext steigender Tetracyklinkonzentration 
(Tabelle 3) die Bindung des ADl-Tet-Proteins an den 
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Promotor des Reportergenes LacZ spezifisch inhibiert 
werden. Bei einer Konzentration von 200 ug/ml 
Tetracyklin im Medium bleiben die Hefezellen weiJ3 . 
Das generelle Wachstum der Hefezellen wird dadurch 
nicht wesentlich beeinflufit, wie die Ergebnisse auf 
den Glukose- und Galaktose-haltigen Platten zeigen 
(das Wachstum wird durch "++•' dargestellt) . 

LexA-GST als Repressor 



Um nachzuweisen, dafl der zweite regulatorische Faktor 
(LexA-GST) in der Hefe funktionell exprimiert, in den 
Kern transportiert und dort effizient an die LexA- 
Konsensussequenz gebunden wird und von dort aus die 
15 Transkription eines Genes inhibieren kann, wurde der 

folgende Assay durchgef iihrt . 

Im Gegensatz zur Negativkontrolle CTF2 (einem 
Mitglied der NFI-Familie) bleiben die Hefeklone auf 

20 X-Gal- und Galaktose-haltigem Medium weifi. Dies 

bedeutet, daB der LexA-GST-Fusionsklon zwischen der 
Gal4-Bindestelle und dem Transkriptionsstart des 
Reportergens bindet und damit die Aktivitat des 
endogenen Hef etranskriptionsf aktors Gal4 inhibiert. 

25 CTF2 dagegen ist nicht in der Lage die LexA- 

Bindestellen zu erkennen und kann so die Aktivitat 
von Gal4 nicht reprimieren. Das Reportergen LacZ wird 
exprimiert und die Kolonien farben sich blau (Altmann 
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. (1994) 91, 3901-3905). 

30 

Beispiel 10 

Identifikation spezifischer Peptid-lnhibitoren von CTF7 

35 Uin inhibierende Peptidsequenzen gegen den in Hefe 

transkriptionsaktiven CTF7, einem Mitglied der NFI- 
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Familie (Altmann et al . , p r oc n*i-i * ^ 

n-. ' ™ Ci Natl. Acad, sci. 

X Z'Ti- zu screenen ' mrde d « - ^ 

(Fig. 10) durchgefiihrt. 

Dieses Beispiel stellt die in Fia i n 
Konfiguration dar. *' 10 an ^9^ene 



, Erne Genanordnung wird bereitgestellt , welche fur 
exnen ersten regulatorischen Faktor LexA— CTF7 
codxert. Das entsprechende Plasmid P EG-CTF7 enthalt 

Faktor LexA-CTF7 . Dieser erste regulatorische Faktor 
LexA-CTF 7 bindet an DNA -Bereiche einer DNA (LexA- 

12 I U ^ Sinen 2WSiten -gulatorLchen 

Faktor Tet-GST codiert. 

Des weiteren wird eine Genanordnung fur den zweiten 
regulatorischen Faktor Tet rem . zweiten 

rf « Tet-GST mit einer Bindes telle 

auf der DNA (L exA-Bindes telle, fur den unter l 
genannten ersten regulatorischen Faktor LexA-CTF7 
bereitgestellt. 

"r o r P T er3enan0rdnUna dM Re PO«-genen I.eu2 

und/oder La= 2 „ ird ebenfalls bereitgestellt, wobei 

" f tu R rr e r ne *■ - r£ah ; en 
Dies :: n P ji e r hen 

OAS <- Promoter setzt sich au s sogenannten 

^olr (UPStreai " Seguence,, an die 

bevorzugt ein endogener Aktivator ( Wei terer 
Transcriptions faktor Ga 14 ) bindet , aus einer 

ST^T 1 :' a " Tet " GST bi " den kan "' — -i-r 

a. Wird der Versuchsanordnung kein Inhibitor 
- S esetzt, liegt ein aktiver „J 
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regulatorischer Faktor LexA-CTF7 vor, der die 
Expression des Tet-GST Gens positiv reguliert. 
Tet-GST bindet an die oben genannte Tet-GST 
Bindungsstelle und reprimiert die Expression des 
Reportergens LacZ und/oder Leu2, d.h. es findet 
kein Wachstum der Wirtsorganismen statt, eine 
Farbreaktion ist nicht nachzuweisen. 



b. Nach Zugabe eines Trx-Peptids wird die Aktivitat 
10 des ersten regulatorischen Faktors LexA-CTF7 

gehemmt. Dies ist auf eine Heiranung der Interaktion 
von LexA-CTF7 rait der entsprechenden Bindestelle 
auf der DNA Oder auf eine Hemmung der 
Aktivierungsdomane zuruckzufuhren. Es findet keine 
15 Expression des Tet-GST-Gens statt. Somit stent 

kein Tet-GST zur Verfiigung, und das dem Promoter 
nachgeschaltete Reportergen LacZ und/oder Leu2 
wird durch einen induzierbaren endogenen 
Transkriptionsfaktor G al4 stark exprimiert. 
Infolgedessen wachsen die Hefen in Leucin- 
defizienten Medien, und nach Wachstum in X-Gal- 
haltigem Medium tritt ein Farbumschlag (Blau) auf. 

Die Zugabe des Trx-Peptids fuhrt also gemaJ3 der 
vorliegenden Erfindung zu einer Expression des 
Reportergens/der Reportergene , indem der zweite 
regulatorische Faktor Tet-GST nicht bzw. 
vermindert reprimiert wird. 



35 



Im Detail wird der Versuch wie folgt durchgef iihrt : 

Der Hefestamm INVScl wurde mit den in Fig. 10 
dargestellten Plasmiden trans formiert und der 
Transformationsansatz auf einer Glukose-haltigen 
Minimalmediumplatte (20 x 20 cm; Uracil-, 
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Tryptophan- und Histidin-def i zi ent 2U r Selection 
auf die Plasmide) ausgestrichen . 

Der Vektor P EG-CTF7 (entspricht dem ersten 
regulatorischen Faktor) und wurde nach Altmann at 
al.fProc. Natl. Acad. Sci. (19 94 ) 91, 3901-3905) 
hergestellt. 3 

pYES-Leu2/34-TetGST (Plasmid, welches den zweiten 
regulatorischen Faktor TetGST codiert und das 
Reporter system beinhaltet) . 

Als Ausgangsvektor diente das Plasmid P y E S2. Die 
LexA-Bindestellen Oligos wurden ±» die xhoI 
Schnittstelle des inaktiven Gall/GallO Procters 
ixgiort, der gesamte Promoter mit BamHI isoliert 
und zusammen mit dem Fusionsklon Tet-GST in den 
Polylinker des Plasmides P YES2 kloniert. Der Gall- 
Promotor wax zuvor iiber die Spel-Schnittstellen 

111 hT W ° rden ' ^ -Polymerase 
behandelte Nhel-Schnittstelle dieses Konstruktes 
erfolgte die Klonierung des iiber BamHI isolierten 
ebenfalls mit Klenow behandelten LacZ-, bzw . des 
uber pgr erhaltenen Leu2 -Fragments . m die dabei 
rekonstituierte BamHI-Schnittstelle erfolgte die 
Ration des Gal/Tet-Promotors . Dieser wurde durch 
die Klonierung von Tet-Oligos und die 
anschlieBende Ligation von Gal4-Bindestellen in 

GaL/io p 2h0l ' SChnittStelle ^ inakti ^ 

Gall/10-Promotors erhalten. 

PYES2 t».l jm-oligo-Pool (Peptid-Pool 
exprnmerendes Konstrukt; Komplexitat ca. 1 0 5) 

"TV? Li9 " ion des Trpl-Gens in den ^ ApaI 
und Nhel linearisierten pYES2 -Vektor, wurde das 



BNSDOCID: <WO 9520652A1J_> 



WO 95/20652 



PCT/EP95/00297 



10 



55 



Ura3-Gen zerstort und das Plasmid auf 
Tryptophandef izienz selektierbar . Anschliefiend 
wurde das iiber PCR isolierte Trx-Gen in den EcoRI, 
Xhol linearisierten Vektor kloniert. Die Ligation 
der Pool-Fragmente erfolgte iiber die Rsrll- 
Schnittstelle des Trx-Konstruktes . 

Die ca. 30.000 Kolonien wurden vereinigt, fur 5 
Stunden in YPG-Medium (Galaktose-haltiges Vollmedium fiir 
Hefen) geschiittelt und auf Selektionsplatten ausgestrichen. 
Die Selektionsplatten besaflen Galaktose als Kohlenstoff quelle 
und waren Leucin-, Uracil-, Tryptophan- und Histidin- 
defizient. Im Zeitraum von 2 bis 5 Tagen waren 8 Kolonien (A f 
B f C, D, E, F, G, H) gewachsen (Tabelle 4). Aus diesen wurden 
15 zur weiteren Spezif izierung die fiir die inhibierenden 
Peptide kodierenden Plasmide isoliert und zusammen mit CTF7 
und Tet-GST in Hef e exprimiert . Diesmal befand sich anstatt 
des Leu2 das LacZ-Gen auf dem Reporterplasmid , soda/3 die 
inhibierende Wirkung der Peptide durch die Ausbildung eines 
20 zweiten Phanotyps untersucht werden konnte (Tabelle 4). 

Desweiteren wurden die Peptide exprimierenden Plasmide mit 
den beiden Report ersystemen (LacZ und Leu2) und einero von 
CTF7 verschiedenen Trans kript ions f aktor LexA-TA x in Hefen 
trans formiert. Auf diese Weise kbnnen CTF7 spezif isch 
25 inhibierende Peptide von unspezif ischen Inhibitionen 
unterschieden werden. 
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Tabelle 4 
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Die Inhibitoren B und C farbten sich auch auf 
Glukose-haltigen Flatten, also unabhangig von der 
Galaktose-induzierten TRX-Peptidexpression, blau. 
Dxes bedeutet, dafl in den entsprechenden Klonen 
kexne inhibierenden Peptide exprimiert werden, 
welche die Blaufarbung verursachen. Von den 
Peptxden A, D, E, F, G und H stellten sich D und H 
als unspezifisch heraus, da sie auch in der Lage 
waren die LexA-TA^ Domane 2U inhibieren. Die 
Inhibitoren A, E , F und G dagegen waren nur in der 
Lage die Aktivitat von CTF7 2U reprimieren (n.b. : 
nicht bestinunt) . 



Beispiel 1 i 



20 



Identifikation spezifischer Inhibitoren 
Protein-Wechselwirkung LexA-CTF2/ADl-TI*t 



der Protein- 
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Der in Fig. 11 beschriebene Assay wird durchgef iihrt , urn 
inhibierende Peptidsequenzen gegen die in Hefe aktive 
Protein-Protein- Inter aktion LexA-CTF2 und TIM-AD (Altmann 
(1994) Disseration) zu screenen. LexA-CTF2 ist ein 
Fusionskonstrukt aus dem bakteriellen Repressor LexA und 
CTF2 , einem Mitglied der NFI-Familie. Hierzu wird der 
Hefestanim INVScl mit den in Fig. H dargestellten 
Plasmiden transf ormiert und der Trans f ormationsansatz auf 
einer Glukose-haltigen Minimalmediumplatte (20 x 20 cm; 
Uracil-, Tryptophan- und Histidin-def izient zur Selektion 
auf die Plasmide) ausgestrichen . 

Dieses Beispiel stellt die in Fig . X1 dargestellte 
Konf iguration dar. 



1. Es werden Genanordnungen bereitgestellt , die fur zwei 
wechselwirkende Hybridproteine des 

Transkriptionsregulators codieren sowie eine UAS- 
Sequenz und eine TATA-Box enthalten, wobei eine 
Anordnung fur ein LexA-CTF2, einem Fusionskonstrukt 
aus dem bakteriellen Repressor LexA und CTF2 , einem 
Mitglied der NFI-Familie (Altmann et al., Proc. Natl. 
Acad. Sci. (1994) 91, 3901-3905) codiert, sowie eine 
weitere Anordnung fur ein Hybridprotein TIM-AD 
25 (Altmann (1994), Dissertation). 

PSH-CTF2/TIM (entspricht dem ersten regulatorischen 
Faktor) ist das entsprechende Plasmid, welches den 
ersten regulatorischen Faktor LexA-CTF2 /AD1 -TIM 
30 codiert . 

2. P YES-Leu2/34-TetGST (Plasmid, welches den zweiten 
regulatorischen Faktor TetGST codiert und das 
Reportersystem beinhaltet) . 

35 
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pyES2(TRPl)TRX-01igo-Pool ( Peptid-Pool exprixnierendes 
Konstrukt; Komplexitat ca. 10 5 ). 

a. Der erste regulatorische Faktor LexA-CTF2/ADl-TIM 
setzt sich, wie oben beschrieben, aus zwei 
Fusionsproteinen LexA-CTF2 und AD1-TIM zusammen, 
wobei nur bei ungestorter Protein-Protein- 
Wechselwirkung der beiden Fusionsproteine ein 
aktiver erster regulatorischer Faktor pSH-CTF2/TIM 
vorliegt (siehe Fig. Ha) . Liegt kein Inhibitor 
vor, findet eine ungestorte Protein-Protein- 
wechselwirkung statt und ein aktiver 
Transkriptionsregulator ist vorhanden. Der aktive 
Transkriptionsregulator LexA— CTF2/AD1-TIM bindet 
an seine entsprechende Bindestelle auf der DNA 
(LexA-Bindes telle), welche fur das Tet-GST Gen 
codiert, und bewirkt eine Expression von Tet-GST. 
Tet-GST bindet an die entsprechende Bindestelle 
( Tet-GST Bindestelle) im Promotorbereich der 
Reportergene und reprimiert eine Expression der 
Reprotergene. Da Leu2 und/oder LacZ nicht 
exprimiert werden, findet weder Wachstum auf 
Leucin-defizientem Medium noch eine Blaufarbung 
nach Wachstum auf X-Gal-haltigem Medium statt. 

b. wird der Versuchsanordnung ein Inhibitor 
zugesetzt, wie z.B. ein Trx-Peptid, wird die 
Protein-Protein-Wechselwirkung der Fusionsproteine 
LexA-CTF2 und AD1-TIM gehemmt . Es liegt nun kein 
aktiver erster regulatorischer Faktor vor. 

Aufgrund des inaktiven ersten regulatorischen 
Faktors LexA-CTF2/ADl-TIM findet keine Expression 
des Tet-GST Gens (Repressor-Gen) statt. Da kein 
Repressor Tet-GST vorliegt, werden, nac h Bindung 
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eines weiteren Transkriptionsf aktors Gal4, die 
Reportergene Leu2 und/oder LacZ exprimiert. 

Im Detail wird der Versuch, wie folgt, 
durchgef iihrt j 

Die ca. 35.000 Kolonien wurden eingesammelt, fur 5 
Stunden in YPG-Medium (Galaktose-haltiges Vollmedium 
fiir Hefen) geschiittelt und auf Selektionsplatten 
ausgestrichen. Die Selektionsplatten besaflen 
Galaktose als Kohlenstoff quelle und waren Leucin-, 
Uracil-, Tryptophan- und Histidin-def izient . im 
Zeitraum von 2 bis 5 Tagen sind 6 Kolonien (A, B, C, 
D, E, F) gewachsen. Aus diesen wurden zur weiteren 
Spezifizierung die fiir die inhibierenden Peptide 
kodierenden Plasmide isoliert und zusammen mit LexA- 
CTF2 , TIM-AD und Tet-GST in Hefe exprimiert. Diesmal 
befand sich anstatt dem Leu2 das LacZ-Gen auf dem 
Report eplasmid, so daB die inhibierende Wirkung der 
Peptide durch die Ausbildung eines zweiten Phanotyps 
untersucht werden konnte (Tabelle 5). Des weiteren 
wurden die Peptide exprimierenden Plasmide mit den 
beiden Report ersystemen (LacZ und Leu2) und dem 
Transkriptionsf aktor LexA-TAi in Hefen trans formiert . 
Auf diese Weise konnten die TIM-CTF2 Interaktion 
spezifisch inhibierende Peptide von Unspezif ischen 
abgetrennt werden. 
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Tabelle 5: 



10 



IS 



20 




Die Mutator*, A und c farbten slch auch auf Gluko 
hait.gen Platten , also unabhanj von Galaktos S ;_ 
TRX-Peptidexpression, bl au . Dies bedeutet> JTL 
den entsprechenden Klonen keine inhibierenden Peptide 
exprimiert werden, welche die Bl=„fs^ peptide 
der. „ Blaufarbuag verursaohen. Von 

den Peptiden B, D, E und P stellten sich D und E als 

r" 11SCh d * — -eh in der Lage waren, die L e*l 

aie CTF2— TIM Protexn-Protein Wechselwirkung. 

in den dargestellten Versuchen ! bis 11 erg eben sich bei 
verschiedenen Innibitoren qualitative und/oder q uantTt a tive 
untersch.ede bezuglicn der inhibitorischen Aktivitat d 7 

Paters s n r;d V : 11 r and H 9en dM ~"» — -iscln 

Faktors S1 nd auch graduelle Abschwachungen der Aktivitat des 

nachweisbar. ^aduelle Verstarkungen r»oglich und 
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Patentanspr-uchc* 



1. Verf ahren zur Bestimmung der Aktivitat mindestens 

eines ersten regulatorischen Faktors, welche iiber die 
Aktivitat mindestens eines Reportersystems 

nachweisbar ist, gekennzeichnet durch die folgenden 
Schritte: 

a. Bereitstellen mindestens eines Reportersystems mit 
mindestens einer ersten Genanordnung, welche 
mindestens ein Reportergen aufweist, 

b. Bereitstellen mindestens einer zweiten 
Genanordnung, die fur mindestens einen zweiten 
regulatorischen Faktor codiert, und Wechselwirkung 
des zweiten regulatorischen Faktors mit 
Komponenten des Reportersystems, wodurch auf die 
Aktivitat des Reportersystems eingewirkt wird, 

c. Einwirkung vorzugsweise auf die Aktivitat des 
zweiten regulatorischen Faktors durch den 
mindestens einen ersten regulatorischen Faktor, 
und 

d. Nachweis der Aktivierung des mindestens einen 
Reportersystems durch Zugabe mindestens einer 
inhibitorischen Komponente iiber das Zusammenwirken 
der ersten und zweiten regulatorischen Faktoren. 

2. Verf ahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 

daB der erste regulatorische Faktor mit DNA- 
Abschnitten der fur den zweiten regulatorischen 
Faktor codierenden zweiten Genanordnung wechselwirkt , 
35 wodurch auf die Expression des zweiten 

regulatorischen Faktors eingewirkt wird. 



20 



25 



30 
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Verfahren nach einem der Anspruche 1 oder 2, daduroh 
gekennzeichnet, daB der 2 „ eite regulator . sche 

an DNA-Abschnitte des Reportersysteins bindet. 

IITT" eine '" ^ VOrhe ^e„de„ Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet, daB der mindestens eine erste 
regulatorische Paktor ei„ oder mehrere regullerende 
Komponenten enthalt. 

verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, 

oder T ^ " ehrere rS ' Uli — d - Kcnponenten 
exn oder mehrere regullerende Proteine sind. 

llTte™ AnSPrUCh 5 ' dadUrCh ^—eichnet, 

dafl das regul.erende Protein oder die regulierenden 
Proteine em oder mehrere Transkriptionsregulatoren 

verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeicnnet, 
daB der Transkriptionsregulator oder die 
Transkriptionsregulatoren ein oder ne hrere 

Txanskriptionsfaktoren sind. mehrere 

verfahren nach eine™ der Anspruche 5 bis 7. dadurch 
gekennse.chnet, daB das regulierende Protein oder die 
regulierenden Proteine den nu.„destens einen zweiten 
regulatorischen Paktor modif izieren. 

verfahren nach eine™ der vorhergehenden Anspruche 
dadurch gekennzeicnnet, daB die «odi,ikation dls 
Ztl 7 ZWe " en -^^torischen Paktors 

ZTl, KlnaSlerUn9 ' ^osphcrylierung, spaltung, 
Omfaltun, Oder Konformationsanderung erfolgt. 
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15 

12 



13 

25 



Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet , daB durch Zugabe der 
inhibitorischen Komponente auf die Wechselwirkung 
zwischen mindestens zwei Komponenten , welche 
gemeinsam den ersten regulatorischen Faktor bilden, 
und/oder auf die Aktivitat des mindestens einen 
ersten regulatorischen Faktors eingewirkt wird. 

Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, 
daB durch Zugabe der inhibitorischen Komponente auf 
die Wechselwirkung zwischen mindestens einem ersten 
regulatorischen Faktor und einem DNA-Abschnitt der 
mindestens einen zweiten Genanordnung eingewirkt 
wird. 



Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Beeinf lussung der 
genannten Aktivitat des ersten regulatorischen 
Faktors durch inhibitorische Komponenten zu einer 
20 Einwirkung auf die Genexpression der zweiten 

Genanordnung fiihrt. 



Verfahren nach einem der Anspriiche 5 bis 12, dadurch 
gekennzeichnet, daB ein Inhibitor iiber eine Hemmung 
der Aktivitat des regulierenden Proteins zu einer 
Hemmung der Expression der zweiten Genanordnung 
fiihrt. y 

14. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 9, dadurch 

30 gekennzeichnet, daB durch die Zugabe der 

inhibitorischen Komponente auf die Wechselwirkung 
zwischen mindestens zwei Komponenten eingewirkt wird, 
wobei die mindestens eine erste Komponente eine 
regulatorische Komponente ist oder enthalt. 
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15. Verfahren nach Ansoruch 14 v. 

. n ^. pnicn 14 ' da durch gekennzeichnet, 

dafl die regulatorische Komponente 



16. 



17 

10 



18. 

15 

19. 

20 

20. 



25 

21. 



30 

22 



eine 
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Proteinkomponente ist oder enthait 

Verfahren nach Anspruch 15 d*rt„r-r,K , 
h„ r ■ ^ c " ' dadurch gekennzeichnet , 

dafl die mmdestens eine erste Drn4 - a - , 
Fusionsprotein ist. frotemkcponente ein 

verfahren nach einem der Anspruche 14 bis 16, dadurch 

ZT^IT- ^ Kcponente 
erne mhibitorxsche Komponente ist oder enthait. 

verfahren nach einem der Anspruche 14 bis 17, dadurch 
gekennzeichnet, da* die mi ndeste„s eine 2we ^ 
Komponente mindestens eine p ro t 0 ,- n v 

enthait. p rote ln koniponente ist oder 

IITT^ AnSPrUCh 18 ' dadUrCh ^-nzeichnet, 

^nd . mindeStenS Sine —if Protein^ponent 
mxndestens ein Fusionsprotein ist. 

verfahren nach eine, der Anspriiche 14 bis 19 , dadurch 

gekennzeichnet, dafl die mindestens • aaaUrCh 

minaestens exne zweite 
Komponente eine Verartcerungs funktion besitzt. 

Iir^Ir A " 3PrUCh 20 ' dadUrCh *«—eichnet, 

PrL t WeChaalwi *ung der .indestens z^l 

Protex„ko n po„e„ten diese Prote^ponenten i^ 
Cytoplasma lokalisiert sind. 

IaI fa Sr AnSPrUCh 20 ' dadUrCh ^ennzeichnet, 

PrL ! "—elwirkung aer »i„destens z„ei 

Proteinkonponenten diese Proteinkcponenten an oder 
in emer Membran lokalisiert sind. 
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23. Verfahren nach einem der Anspriiche 14 bis 22, dadurch 
gekennzeichnet, dafi durch die Zugabe einer 
inhibitorischen Komponente iiber eine Hemmung der 
Wechselwirkung zwischen den mindestens zwei 
Komponenten die mindestens eine erste Komponente, 
welche den inhibitorisch wirksamen Abschnitt enthalt, 
freigesetzt wird und mit dem 
transkriptionsaktivierenden Faktor der Genanordnung 
fiir den zweiten regulatorischen Faktor interagiert. 

24. Verfahren nach Anspruch 23 , dadurch gekennzeichnet, 
dafi der transkriptionsaktivierende Faktor durch den 
freigesetzten inhibitorisch wirkenden Faktor gehemmt 
wird, wodurch eine Hemmung der Expression der zweiten 
Genanordnung erfolgt* 

25. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, dafi als Wirtsorganismen 
Kikroorganismen, vorzugsweise Bakterien, oder 
eukaryotische Zellen, vorzugsweise Hefen, eingesetzt 
werden . 



Verfahren nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, 
dafi der Bakterienstamm Escherichia coli oder der 
Hefestamm Saccharomyces cerevisiae eingesetzt wird. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, dafi mindestens ein Genprodukt 
des mindestens einen Reportergens nachweisbar ist. 

Verfahren nach Anspruch 27, dadurch gekennzeichnet, 
dafi der Nachweis des Genproduktes durch eine oder 
mehrere Veranderungen des Phanotyps des 

Wirtsorganismus erf olgt . 



WO 95/20652 



PCT7EP95/00297 



66 



29. Verf ahren nach Anspruch 28, dadurch gekennzeichnet, 

dafi das mindestens eine Genprodukt des Reporter gens 
Zellwachstum der Wirtsorganismen in Mangelmedium 
ermoglicht. 



30 



32 



33, 



34 



35. 



36. 



Verf ahren nach Anspruch 29, dadurch gekennzeichnet, 
dafi das Genprodukt des Reportergens Leu2 ist und 
Zellwachstum in Leucin-def izientem Medium ermoglicht. 

31. Verfahren nach Anspruch 28, dadurch gekennzeichnet, 

dafi das Genprodukt des Reportergens LacZ Substrate in 
einer mefibaren Farbreaktion umsetzen kann. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 

dadurch gekennzeichnet, dafi die genannten 

Genanordnungen auf verschiedenen Vektoren angeordnet 
sind 



Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 31, dadurch 
gekennzeichnet, dafi die genannten Genanordnungen auf 
demselben Vektor angeordnet sind. 

Verfahren nach einem der Anspriiche 32 oder 33, 
dadurch gekennzeichnet, dafi die Vektoren Plasmide 
sind. 

Verfahren nach einem der Anspriiche 32 bis 34, dadurch 
gekennzeichnet, dafi ein oder mehrere Vektoren mit 
einer oder mehreren Genanordnungen ins Wirtsgenom 
integriert sind. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, dafi die zweite Genanordnung 
fiir mindestens einen Repressor codiert. 
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37. Verfahren nach Anspruch 36 f dadurch gekennzeichnet , 

daB der Repressor auf die Expression des mindestens 
einen Reportergens einwirkt. 



38, 



39 



40 



Verfahren nach einem der Anspriiche 36 Oder 37 , 
dadurch gekennzeichnet, daJ3 der Repressor durch 
Bindung an Koinponenten des Reporter systems wirkt. 

Verfahren nach Anspruch 38, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Bindung des Repressors an Koinponenten des 
Reporter systems durch weitere Agenzien reguliert 
werden kann. 

Verfahren nach einem der Anspriiche 36 bis 39, dadurch 
gekennzeichnet, daB in ein Reporterplasmid eine LacZ- 
Leu2 Genanordnung und die Repressor-Genanordnung 
int egr iert s ind . 

41. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 35, dadurch 
gekennzeichnet, daB die zweite Genanordnung fur 
mindestens eine Rekombinase codiert und die 
Reportersysteme Rekombinationselemente enthalten. 

42. Verfahren nach Anspruch 41, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Rekombinase iiber Rekombinationsprozesse 
mindestens ein Reportergen eliminiert oder 
invert iert . 



Verfahren nach einem der Anspriiche 41 oder 42, 
dadurch gekennzeichnet, dafl die Rekombinase die 
sequenzspezifische Rekombinase Cre des Coliphagen PI 
1st und das mindestens eine Reportergen flankierende 
lox P-Sequenzen als Rekombinationselemente aufweist. 



44. 



Verfahren nach einem der Anspriiche 6 bis 13 und 25 
bis 43, dadurch gekennzeichnet, daB der 
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45 



15 46 



20 47, 



25 48 



Transkriptionsregulator mindestens zwei 

Hybridproteine enthalt, wobei die Hybridproteine von 
einer dritten Genanordnung codiert werden. 



Verfahren nach Anspruch 44 , dadurch gekennzeichnet , 
daJ3 exn erstes Hybridprotein ein Fusionsprotein aus 
emer DNA-Bindedomane und einer ^ 

Proteinkomponente und ein zweites Hybridprotein ein 

^7^^ e±ner ^^-rungsdo.Mne des 

Transknptxonsregulators und einer zweiten 

Protexnkomponente i st/ wobei durch Bind„ nrt „ • u 

- 1 - UUJrcn Bindung zwischen 

den bexden Proteinkomponenten der aktive 
Transkriptionsregulator entsteht . 

Verfahren nach Anspruch 4 5/ dadurch gekennzeichnet, 
da* exne Einwirkung auf die Wechselwirkung der 
Hybrd proteine uber i nhib itorische KcpoLnten 



verfahren nach einem der Anspriiche 15 bis 24, dadurch 

gekennzeichnet, d aJ3 H io • ^ 

r, ^ ■ , le mindestens zwe i 

Proteinkomponenten von einer- fii n *+~~ „ 

codiert werden. """^ ^""^nun, 



Verfahren nach einen der Anspriiche 14 bis 24, dadurch 
geicennzeichnet, daB die -indestens eine erste 
Protein^ponente ein e„ Afcschnitt, der „it der 

! ! ° r «*°>">°l«^ sowie einen 

rnhibitorischen Abschnitt enthalt, wobei erst nach 
He^una der Wechselwirkung der Bindun, zwischen den 
mxndestens zwei Protei„ tompo „e n ten die inhibitorisch 

I'ndT SrSte ^"^"P— <U* Expression des 
Mindestens einen zweiten regulatorischene PaKtors 
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49. Verfahren nach einem der Anspriiche 14 bis 16, dadurch 

gekennzeichnet, dafl die mindestens eine erste 
regulatorische Komponente ein Transkriptionsregulator 
Oder Transkriptionsfaktor der Genanordnung des 
zweiten regulatorischen Faktors ist, der nach 
Inhibierung der Wechselwirkung mit der mindestens 
einen zweiten Proteinkomponente in seiner Aktivitat 
reduziert oder inaktiviert wird, wodurch die 
Expression des zweiten regulatorischen Faktors 
gehemmt wird. 



50 



Verf ahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, dafl diese inhibitorischen 
Komponenten Naturstoffe wie Peptide, Nukleinsauren 
und Kohlehydrate oder andere chemische Substanzen 
sind. 



51 



52 



53. 



Verfahren nach Anspruch 50, dadurch gekennzeichnet, 
dafl die inhibitorischen Komponenten durch Mutagenese 
veranderte Bestandteile des mindestens einen ersten 
regulatorischen Faktors sind. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, dafl mindestens eine weitere 
vierte Genanordnung fUx die Expression von Peptiden 
bereitgestellt wird. 

Verfahren nach einem der Anspriiche 44 bis 46 und 50 
bis 52, dadurch gekennzeichnet, dafl durch die 
Einwirkung auf die Wechselwirkung der mindestens zwei 
Hybridproteine des Transkriptionsregulators die 
Expression mindestens eines Repressor-Gens gesteuert 
wird, wodurch eine Veranderung der Expression des 
mindestens einen Reportergens erfolgt. 
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Verfahren nach Anspruch 53, dadurch gekennzeichnet , 
dafi durch Hemmung der Wechselwirkung der 
Hybridproteine des Transkriptionsregulators die 
Expression des Repressor-Gens gehemmt wird und eine 
Expression des mindestens einen Reportergens erf olgt . 

Verfahren nach einem der Anspriiche 44 bis 46 und 50 
bis 52, dadurch gekennzeichnet, daJ3 durch die 
Emwirkung auf die Wechselwirkung der mindestens zwei 
Hybridproteine des Transkriptionsregulators die 
Expression mindestens einer Rekombinase gesteuert 
wird, wodurch ein e Veranderung der Expression 
mindestens eines Reportergens erf olgt. 

Verfahren nach Anspruch 55, dadurch gekennzeichnet, 
dafl durch Hemmung der Wechselwirkung der 
Hybridproteine des Transkriptionsregulators die 
Expression der Rekombinase gehemmt wird und eine 
Expression des mindestens einen Reportergens erf olgt. 

Verfahren nach einem der Anspriiche 14 bis 24 und 47 
bis 49, dadurch gekennzeichnet, dafi durch die 
Einwirkung auf die Wechselwirkung der mindestens zwei 
Proteinkomponenten die Expression mindestens eines 
Repressor-Gens gesteuert wird, wodurch eine 
Veranderung der Expression des mindestens einen 
Reportergens erf olgt. 

Verfahren nach Anspruch 57, dadurch gekennzeichnet, 
daB durch Hemmung der Wechselwirkung der 
Proteinkomponenten die Expression des Repressor-Gens 
gehemmt wird und eine Expression des mindestens einen 
Reportergens erf olgt. 

Verfahren nach einem der Anspriiche 14 bis 24 und 47 
bxs 49, dadurch gekennzeichnet, d aB durch die 
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60, 



61. 



62. 



63, 



Einwirkung auf die Wechselwirkung der mindestens zwei 
Proteinkomponenten die Expression mindestens einer 
Rekombinase gesteuert wird, wodurch eine Veranderung 
der Expression mindestens eines Reportergens erf olgt. 

Verf ahren nach Anspruch 59, dadurch gekennzeichnet, 
dafi durch Hemmung der Wechselwirkung der 
Proteinkomponenten die Expression der Rekombinase 
gehemmt wird und eine Expression des mindestens einen 
Reportergens erf olgt . 

Verf ahren nach einem der Anspriiche 41 bis 60, dadurch 
gekennzeichnet, daJ5 in einem Wirtsorganismus 
glexchzeitig Genanordnungen fur mindestens einen 
Repressor und mindestens eine Rekombinase 
bereitgestellt werden. 

Verf ahren nach Anspruch 61, dadurch gekennzeichnet, 
dafl je nach eingestellten Versuchsbedingungen der 
Repressor oder die Rekombinase oder beide exprimiert 
werden . 

Verwendung eines der Verf ahren nach einem der 
Anspriiche 1 bis 62 zur Ermittlung von inhibierenden 
Substanzen, die bevorzugt als Leitstrukturen 
einsetzbar sind. 



64. 



65 



Verwendung nach Anspruch 63, dadurch gekennzeichnet, 
daB die inhibierenden Substanzen Peptide sind. 

Verwendung nach einem der Anspriiche 63 oder 64, 
dadurch gekennzeichnet, daJ3 die inhibierenden 
Substanzen und Peptide zur Entwicklung von 
Therapeutika eingesetzt werden. 
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